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RESUMO

Crotalus durissus cascavella é uma subespécie endémica da regido Nordeste do Brasil,
cuja peconha difere das demais subespécies do pais pela auséncia de crotamina e alta
concentragdo de fosfolipases A2 (PLA>) acidas. Neste estudo, duas novas PLA>s &cidas,
denominadas Cdca-1-PLA2 e Cdca-lI-PLA, foram purificadas da pegonha de C. d.
cascavella através de duas e trés etapas cromatogréaficas, respectivamente. A pureza e
homogeneidade de ambas fosfolipases foram determinadas por SDS-PAGE e
espectrometria de massa, apresentando uma banda Unica e massa de 14.247 Da (Cdca-I-
PLA>) e 14.418 Da (Cdca-IlI-PLA?). Ambas fosfolipases foram ativas sobre 4-nitro-3-
acido octanoil benzoico, apresentando atividade especifica de 11,51 + 0,50 U/mg e 26,75
+ 0,15 U/mg, Kn = 0,2280 mM e 0,3993 mM e Vmax = 13,15 nmolxmin®mg? e 39,68
nmolxmin™mg?, respectivamente. Ambas ndo apresentaram atividade sobre BApNA. A
Cdca-I-PLA: apresentou atividade hemaglutinante na dose de 15 pM, enquanto a Cdca-
I1-PLA; apresentou atividade sobre substrato fluorogénico de trombina nas doses de 15
UM e 30 pM. As Cdca-I1-PLA, e Cdca-11-PLA, reduziram a agregacdo plaquetaria
induzida por colageno, adrenalina e &cido araquiddnico, porém as duas enzimas (20 uM)
ndo reduziram a agregacdo quando ADP foi utilizado como agonista. Cdca-I1-PLA>
apresentou atividade dose resposta como agonista de agregacdo em plaquetas lavadas e
reduziu significativamente a atividade agregante plaquetaria da trombina. Cdca-1-PLA>
apresentou maior atividade anticoagulante, prolongando os tempos de protrombina (TP;
30 uM; R = 22) e tromploplastina parcial ativada (TTPa; 30 uM; R = 10), porém néo
promoveu alteracdo do tempo de trombina (TT) na dose de 10 uM. Cdca-II-PLA:
prolongou discretamente o TP (30 uM; R = 2) e TTPa (30 uM; R = 15) e
significativamente o TT (20 uM; R = 7). Desta forma, nossos resultados sugerem que a
Cdca-1-PLA2 é uma quimerolectina anticoagulante com importante atividade sobre
agregacdo plaquetéria, enquanto Cdca-11-PLA> possui alta atividade enzimatica, inibe
tanto a agregacéo plaguetaria quanto a coagulacao, agindo como inibidor de trombina por

meio da sua ligacdo com o fibrinogénio.

Palavras chave: Fosfolipases A2. Anti-agregante plaquetaria. Anti-coagulante. Inibidor de

trombina.



ABSTRACT

Crotalus durissus cascavella is ana endemic subspecie from Northeast region of Brazil,
whose venom differs from the other subspecies of the country due to the absence of
crotamine and high concentration of acidic phospholipase Az (PLAz). In this study, two
new acidic PLA2s, named Cdca-1-PLA, and Cdca-l1I-PLA>, were purified from C. d.
cascavella venom by two and three chromatographic steps, respectively. The purity and
homogeneity of both phospholipases were determined by SDS-PAGE and mass
spectrometry, showing a single band and molecular mass of 14.247 Da (Cdca-1-PLA?)
and 14.418 Da (Cdca-11-PLA?). Both PLA2s were active on 4-Nitro-3-(octanoyloxy)
benzoic, presenting specific activity of 11,51 £ 0,50 U/mg and 26,75 + 0,15 U/mg, Kn =
0,2280 mM and 0,3993 mM and Vmax = 13,15 nmolxmin-mg* and 39,68 nmolxmin™*mg"
! respectively. Both had no activity on BApNA. The Cdca-I-PLA; showed
hemagglutinating activity at the dose of 15 uM, while Cdca-11-PLA, showed activity on
fluorogenic thrombin substrate at the doses of 15 uM e 30 uM. The Cdca-I-PLA and
Cdca-11-PLA> reduced platelet aggregation induced by collagen, adrenaline and
arachidonic acid, but the two enzymes (20 uM) did not reduce aggregation when ADP
was used as an agonist. Cdca-1-PLA2 showed dose response activity as agonist of
aggregation in washed platelets and significantly reduced thrombin platelet aggregation
activity. Cdca-I-PLA: presented higher anticoagulant activity, prolonging prothrombin
time (PT; 30 uM; R = 22) and activated partial thromboplastin time (aPTT; 30 uM; R =
10), but did not promote a change in thrombin time (TT) at a dose of 10 uM. Cdca-11-
PLA: prolonged discreetly the PT (30 uM; R = 2) and the aPTT (30 uM; R = 1.5) and
significantly prolonged the TT (20 uM; R = 7). Thus, our results suggest that Cdca-I-
PLA: is an anticoagulant chimerolectin with important activity on platelet aggregation,
while Cdca-11-PLA> has high enzymatic activity, inhibit both platelet aggregation and

cloagulation, acting as thrombin inhibitor through its biding to fibrinogen.

Key words: Phospholipases A>. Antiplatelet. Anticoagulant. Thrombin inhibitor.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 CASCAVEIS

As cascavéis sdo serpentes da familia Viperidae, subfamilia Crotalinae, encontradas
na Asia e nas Américas (CALVETE et al., 2009; PYRON et al., 2013). S&o representadas
pelos géneros Crotalus (LINNAEUS, 1758) e Sistrurus (GARMAN, 1884), que
divergiram do seu ancestral comum com o género Agkistrodon, formando um clado
monofilético (WUSTER et al., 2005). O nome cascavel tem origem grega e significa
“castanhola”, isso devido ao fato de que, com excecdo de algumas espécies que vivem
em ilhas e perderam esta caracteristica, todas as espécies de cascavel possuem um guizo
na ponta da cauda (CALVETE et al., 2009).

Existem aproximadamente 32 espécies e 66 subespécies de cascavéis no mundo (ITIS,
2017), sendo popularmente conhecidas no Brasil por cascavel, maracambdia maraca e
boicininga (PINHO & PEREIRA, 2001). Esses animais habitam &reas abertas, aridas,
rochosas e de baixa vegetacao, sendo raramente encontrados em florestas ou na faixa
litordnea (SOERENSEN, 1990; LIRA-DA-SILVA et al., 2009). S&o animais carnivoros,
assim como todas as demais serpentes (POUGH et al.,, 2013), alimentando-se
principalmente de lagartos, aves e pequenos mamiferos (VANZOLINI et al., 1980;
McCRANIE, J.R 1993).

Assim como os demais viperideos, as cascavéis possuem fossetas loreais, que sao
Orgdos termosensiveis, localizados em cada lado da cabeca na mandibula superior, entre
o olho e a narina. Este 6rgdo de percepc¢do de infravermelho é utilizado para detectar a
direcdo e distancia das presas, através da liberacdo de calor de seus corpos (BULLOCK
& COWLES, 1952; BAKKEN & KROCHMAL, 2007).

Esses animais chegaram as Ameéricas durante o fim do Oligoceno e inicio do Mioceno,
quando o leste da América do Norte se separou da Eurasia, dando espa¢o ao oceano
Atlantico (CASTOE et al., 2009).
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1.1.1 Crotalus durissus

No Brasil existe apenas uma espécie de cascavel, Crotalus durissus, descrita por
Linnaeus em 1758 (BSH, 2014), que se originou de uma populacdo ancestral distribuida
no centro norte do México (WUSTER et al., 2005). Apds o surgimento do Istmo do
Panama, a populacdo de cascavéis migrou ao longo da América Central, colonizando
progressivamente a América do Sul atraves do corredor transamazonico (VANZOLINI
& HEYER, 1985; WUSTER et al., 2002; WUSTER et al., 2005; BOLDRINI-FRANCA
et al., 2010). Atualmente, esta espécie ocorre em formacdes sazonalmente secas desde o
Meéxico até o norte da Argentina, mas ndo sdo encontradas nas florestas tropicais da
América Central e na floresta Amazonica (FILHO et al., 2001; WUSTER et al., 2005).

No Brasil, Crotalus durissus esta representada por seis subespécies: C. d. terrificus
(regido Sul e Sudeste), C. d. dryinas (Amapa), C. d. collilineatus (zonas secas da regido
Centro-oeste, Minas Gerais e Sdo Paulo), C. d. cascavella (&reas da caatinga do
Nordeste), C. d. ruruima (regido Norte) e C. d. marajoensis (ilha de Marajo) (Figura 1)
(JORGE & RIBEIRO, 1990; COSTA & BERNILS, 2014; LIRA-DA-SILVA et al.,
2009).

Figura 1. Distribuicéo das supespécies de Crotalus durissus no Brasil.

@ C.d. cascavella
O C.d. collilineatus
<~ C. d. dryinas

¥ C. d. terrificus

/A C.d. ruruima

O C.d. marajoensis

Fonte: UETZ et al. (2016).
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Esses animais, juntamente com serpentes dos géneros Bothrops, Lachesis e Micrurus
sdo considerados de grande importancia médica, devido ao grande numero de
envenenamentos: 437.365 acidentes ofidicos no Brasil durante o periodo de 2013 a 2015.
Dentre os casos identificados durante este periodo, as cascavéis foram responsaveis por
aproximadamente 9% dos casos. Todavia, apesar de causarem o0 segundo maior nimero
de acidentes, as cascavéis Sao as responsaveis por causar o0 maior nimero de casos letais,
com um indice de letalidade duas vezes maior do que aquele encontrado para as jararacas
(DA SILVA et al., 2015; MINISTERIO DA SAUDE/SINAN, 2015).

Devido aos graves efeitos toxicologicos causados pela peconha desta serpente, ao
numero de acidentes, e o fato de que Crotalus durissus cascavella (Figura 2) é endémica
da regido Nordeste, estudar as toxinas que compdem sua peconha torna-se muito

importante.

Figura 2. Crotalus durissus cascavella.

Foto: Miva Filho.
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1.1 COMPOSICAO DA PECONHA DE CASCAVEIS

As peconhas de serpentes sdo misturas complexas de substancias ativas que sao
designadas para agir em alvos especificos da presa ou vitima (Figura 3) (DA SILVA et
al., 2015; ALMEIDA et al.,, 2016). A peconha das cascaveis & constituida por
componentes organicos e inorganicos. Dentre os componentes inorganicos encontram-se
o calcio, ferro, zinco, manganés, potassio e cobre (CALVETE et al., 2007). Os
componentes organicos consistem em proteinas, na sua maioria, que podem ser
classificados em enzimaticos e ndo enzimaticos, além de pequenos peptideos (CALVETE
etal., 2009; GUTIERREZ et al., 2009).

Figura 3. Componentes encontrados na peconha de serpentes.

ADPases e ATPases - FOSFOESTERASES
— ACETILCOLINESTERASE - FOSFOLIPASESA,
AMINOTRANSFERASE -  HIALURONIDASES
B— GLICOSAMINASES - L-AMINOACIDO OXIDASE
. INIBIDORES CATALASES - NAD NUCLEOSIDASES

ATIVADORES DE PROTEINA C
FATOR DE CRESCIMENTO NEURONAL

COMPOSTOS NAO 5 - INIBIDORES DA FORMACAO DO COMPLEXO PROTROMBINASE
ENZIMATICOS = LECTINAS

PRECURSORES DE PEPTIDEQS BIOATIVOS

- - CARDIOTOXICOS - NATRIURETICOS
PEPTIDEOS — CITOTOXICOS - NEUROTOXICOS
DESINTEGRINAS - POTENCIADORES DE BRADICININA
PECONHA
e

AMINAS BIOGENICAS

COMPOSTOS

A - AMINOACIDOS
ORGANICOS DE
BAIXAMASSA | ——— | - CITRATO
MOLECULAR - CARBOIDRATO

NUCLEOSIDEOS

CALCIO - MAGNESIO
- COBALTO - MANGANES
———> | - COBRE - POTASSIO
- FERRO - séplo
FOSFORO - ZINCO

COMPOSTOS
INORGANICOS

Adaptado de SILVA CUNHA (2010).

Cerca de 90% do peso seco da peconha das cascavéis é composto por proteinas que
sdo responsaveis por interferir em diversos sistemas fisioldgicos da presa (SERRANO et
al., 2005; SOUSA et al., 2001). As principais toxinas encontradas na pe¢onha da serpente

Crotalus durissus pertencem as familias: fosfolipases Az (fosfolipases monoméricas e
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crotoxina), serinoproteases (giroxina), lectinas (convulxina, crotacetina), metaloproteases
da classe PIIlI (PII-SVMP) e miotoxinas de baixo peso molecular (crotamina)
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2010; CUNHA & MARTINS, 2012; OGUIURA et al,
2005; YONAMINE, 2013; RADIS-BAPTISTA et al., 2006; TOYAMA et al., 2006;
GEORGIEVA et al., 2010).

A crotoxina é a enzima mais abundante da peconha de Crotalus durissus, e consiste
em um complexo heterodimérico formado por uma proteina acida, ndo toxica,
denominada crotapotina ou crotoxina A, e uma molécula basica, pouco tdxica e com
atividade fosfolipasica denominada crotoxina B (DOS-SANTQOS, 2014; BEGHINI et al.,
2000). Esta enzima é a principal responsavel pelas a¢gdes da peconha das cascavéis
encontradas no Brasil. A crotoxina é capaz de induzir danos sistémicos e seletivos em
musculos esqueléticos (SALVINI et al., 2001). Além da acdo miotdxica, essa enzima
interfere na transmissao neuromuscular através do blogqueio da despolarizagdo induzida
por agonistas (BON et al., 1979). Esse bloqueio é realizado pela subunidade basica, a
fosfolipase A», e sua acdo é potencializada pela subunidade acida, a crotapotina, que
previne a ligacdo inespecifica da PLA2 com sitios de baixa afinidade (DOS-SANTOS,
2014; BON et al., 1979).

As giroxinas sdo serinoproteases termolabeis, que tem acdo tipo trombina, pois sao
capazes de converter o fibrinogénio em fibrina (YONAMINE, 2013). Além de sua a¢do
fibrinolitica, essas toxinas sdo vasodilatadoras e neurotoxicas, e também apresentam uma
acao caracteristica, conhecida como rotacdo tambor, em que camundongos envenenados
tem comportamento de fazer rotagBes no proprio eixo longitudinal (ALVES-DA-SILVA
et al, 2011).

Convulxina e crotacetina sdo lectinas do tipo C-simile, ou seja, moléculas nao
enzimaticas, dependentes de Ca?* e que possuem alta afinidade por carboidratos (KINI,
2006; RADIS-BAPTISTA et al., 2006; LU et al., 2005). A convulxina é uma molécula
heterodimérica capaz de ativar e agregar plaquetas (RADIS-BAPTISTA et al., 2006). A
crotacetina, além de possuir agdo pro-agregante plaquetaria, também é capaz de inibir o
crescimento de bactérias gram-negativas e gram-positivas (RADIS-BAPTISTA et al.,
2005).
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As L-amino &cido oxidases sdo flavoenzimas encontradas nos mais diversos
organismos Vivos, e nas serpentes, sdo as responsaveis pela cor amarelada caracteristica
de algumas pegonhas (SOUZA et al., 2007). Estas enzimas sdo encontradas em forma de

dimeros e possuem acdo agregante plaquetaria e antibacteriana (TOYAMA et al., 2006).

As toxinas CRISP séo proteinas secretdrias ricas em cisteinas que também estéo
presentes na peconha de C. d. cascavella em uma pequena proporcéo (cerca de 1% das
proteinas totais da peconha) (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010).

As toxinas conhecidas como PI11-SVMPs sdao metaloproteases da classe 111, ou seja,
sdo hidrolases de alto peso molecular que necessitam de um metal para realizar sua
atividade enzimética (CUNHA & MARTINS, 2012) e possuem acdo sobre a hemostasia,
atuando como fator hemorragico (COMINETTI et al., 2007). Essas toxinas foram
recentemente encontradas na peconha de C. d. terrificus e C. d. cascavella em uma
concentracdo menor do que 1% das proteinas totais (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010).

As svVEGF, mais conhecidas como fator de crescimento vascular endotelial, sdo
peptideos que aumentam a permeabilidade dos vasos sanguineos, e também atuam na

estimulacdo para o surgimento de novos vasos (GEORGIEVA et al., 2010).

As desintegrinas sdo comumente encontradas na pegonha de serpentes da familia
Viperidae, e sdo caracterizadas como peptideos de baixo peso molecular que se ligam a
integrinas (CUNHA & MARTINS, 2012). Estas toxinas sdo os inibidores de agregacéo
plaquetaria mais bem estudados, e representam menos de 1% da peconha da subespécie
Crotalus durissus cascavella (KINI, 2011; BOLDRINI-FRANCA et al., 2010).

Na peconha de algumas subespécies de cascavel do Brasil, podem-se encontrar
moléculas conhecidas como crotaminas. Essas toxinas sdo peptideos pertencentes a
familia das miotoxinas basicas e apresentam baixo peso molecular (4880 Da), formadas
por uma cadeia constituida por 42 residuos de aminoacidos (CUNHA & MARTINS,
2012; OGUIURA et al, 2005; PEIGNEUR et., 2012). Essas miotoxinas causam
mionecrose das fibras musculares, causando paralisia nos mdusculos através da
despolarizacdo do potencial da membrana das células musculares (CUNHA &
MARTINS, 2012).
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Por fim, as toxinas conhecidas como 3-finger toxins (3FTx) sdo neurotoxinas bem
caracterizadas da peconha de serpentes as quais apresentam uma estrutura proteica
altamente conservada, as quais consistem em trés loops que se assemelham a dedos, que
se extendem de um ndcleo central compacto (TSETLIN, 1999). Essas toxinas exibem
além de neurotoxicidade, efeitos farmacologicos como inibicdo enzimatica,
cardiotoxicidade, anticoagulacgéo e citotoxicidade (KINI & DOLEY, 2010).

Ao longo da dispersdo e diversificacdo desses animais da América Central em
direcdo a América do Sul houve uma tendéncia pedomorfica e um traco adaptativo na
composicdo da peconha dos mesmos (WUSTER et al., 2002; CALVETE et al., 2010). As
populacbes de cascavéis encontrada na América do Norte e América Central possuem
diferenca na composicdo das toxinas entre adultos e neonatos (CALVETE et al., 2010;
LOMONTE et al., 1983). A peconha dos adultos de cascavéis norte americanas apresenta
alta atividade hemorréagica, edematogénica e proteolitica (GUTIERREZ et al., 1991;
SARAVIA et al., 2002), enquanto a dos filhotes apresenta alta atividade neurotdxica, que
estd associada basicamente a presenca de crotoxina (KINI, 1997). A populacdo da
América do Sul apresenta toxinas que causam, principalmente, efeitos neurotdxicos,
miotoxicos (atribuido a presenca de crotamina) e coagulantes (OGUIURA et al., 2005;
AZEVEDO-MARQUES et al., 2003). Mackessy (2008) classificou a peconha das
espécies de Crotalus em dois grupos, um pertencente as cascavéis encontradas ao norte
do continente e que possuem altos niveis de metaloproteases e baixa toxicidade, e o outro
pertencente as encontradas ao sul, incluindo o Brasil, que é altamente toxica e ndo

apresenta metaloproteases.

Além disso, a espécie Crotalus durissus também possui diferenca na composicdo das
toxinas de sua peconha nas diferentes subespécies encontradas no Brasil, de acordo com
sua distribuicdo geografica (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010). Esta diferenca esta
relacionada com uma tendéncia no aumento das concentra¢des de crotoxina e crotamina
ao longo do eixo norte-sul do pais, coincidindo com a rota de dispersédo do género
Crotalus no pais (CALVETE et al., 2010). As subespécies encontradas mais ao norte,
como por exemplo, a subespécie Crotalus durissus cascavella, possuem uma maior
concentracédo das fosfolipases acidas D49, ao mesmo tempo em que ha uma diminuigéo

da expresséo da crotoxina e crotamina em comparacao com as subespécies mais ao sul
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(BOLDRINI-FRANCA et al., 2010). As fosfolipases &cidas D49 podem chegar a
representar 18% da composicdo da peconha de Crotalus durissus cascavella, ndo sendo
observadas nas outras subespécies de cascaveéis do Brasil (BOLDRINI-FRANCA et al.,
2010).

1.2 FOSFOLIPASES A;

As fosfolipases sdo enzimas lipoliticas, classificadas de acordo com o sitio de
hidrélise, em cinco grupos: PLA1, PLA2, PLB, PLC e PLD (Figura 4) (DENNIS, 1994).
As PLA: sdo enzimas que catalisam a hidrélise na posi¢do sn-1 e sdo encontradas em
diferentes organismos e tecidos (GATT, 1968; SHILOAH et al., 1973). As PLA>s clivam
lisofosfolipideos na posicdo sn-2 (KUDO, 2004). As fosfolipases B (PLB), também
chamadas de lisofosfolipases, sdo enzimas capazes de clivar as ligagbes sn-1 e sn-2,
simultaneamente (VAN DEN BOSCH et al., 1968). As fosfolipases C (PLC) séo
fosfodiesterases com importante acdo na sinalizagdo celular em mamiferos (REBECCHI
& PENTYALA, 2000; HARDEN & SONDEK, 2006). Por fim, as fosfolipases D (PLD)
que hidrolisam glicerofosfolipideos e também catalisam reacdes de trasfosfatidilacdo
(ULBRICH-HOFMANN et al., 2005).

As fosfolipases A2 (PLA?) sdo enzimas intra e extracelulares amplamente distribuidas
na natureza e constituindo secrec@es pancreaticas, exudatos inflamatérios e pegonhas de
artropodes, abelhas, cnidarios e serpentes (Heo et al., 2016; Silveira et al. 2012;
VALENTIN & LAMBEAU, 2000). Além de serem responsaveis pelo quadro de
envenenamento causado por diversos animais, as PLA2S representam o principal

componente da peconha de serpentes da familia Viperidae (SILVEIRA et al., 2012).

As PLA; sdo enzimas estruturalmente relacionadas, célcio dependentes, e como ja
mencionado, catalisam a hidrolise de fosfolipideos na posicdo sn-2, liberando acidos
graxos biologicamente ativos e lisofosfolipideos (DENNIS, 1994). Um dos acidos graxos
liberados por essa reacdo, denominado acido araquidonico, além de ser conhecido como
substrato para a biossintese de mediadores lipidicos da inflamacao (e.g. prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos), é o precursor de eicosanoides, 0s quais podem mediar a

resposta inflamatoria e induzir edema (DENEGRI et al., 2010).
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Figura 4. Sitio de hidrolise das fosfolipases. X: alcool polar como colina, serina,
etanolamina, mio-inositol, glicerol e fosfatidilglicerol. Ry e R2: cadeias hidrocarb6nicas
de &cidos graxos. Adaptado de KINI (1997).
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Fonte: ARAUJO (2014).

Nas Ultimas duas décadas, as fosfolipases receberam diferentes classificacdes de
acordo com suas origens, func6es, massa molecular e residuos cataliticos (ver revisao em
DENNIS et al., 2011). A superfamilia das fosfolipases pode ser dividida em fosfolipases
secretdrias (s-PLA>), citosolicas (c-PLA?), independentes de célcio (i-PLAz), lisossomais
(Lp-PLA?), PAF-AH e adiposa (Ad-PLA.), as quais distribuem-se em 15 grupos (Gl a
GXV) e seis subgrupos (A, B, C, D, E, F e suas variaveis) (Tabela 1) (DENNIS et al.,
2011).
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Tabela 1. Superfamilia das fosfolipases Ao.

Massa
Tipo Grupo Subgrupo molecular Residuo catalitico
(kDa)
Gl AB 13-15
Gll AB,CD,EF 13-17
Glll 15-18
GV 14
GIX 14 .
sPLA: His/Asp
GX 14
GXI AB 12-13
GXIl AB 19
GXIll <10
GXVI 13-19
A(w), B(B), C(v),
cPLA: GIV 60-114 Ser/As
§ D). E(e). F() P
- A(B), B(v), C(8),
iPLA GVI 84-90 Ser/As
i D(e). E(Q), F(n) P
A(Lp-PLA2),
GVII 40-45
PAF-AH B(PAF-AH II) Ser/His/Asp
GVII A(a), B(aw), P 26-40
LpPLA: GXVI 45 Ser/His/Asp
AdPLA; GXVI 18 His/Cys

Fonte: DENNIS et al. (2011).

Os grupos | e Il das PLA: secretérias sdo encontrados na peconha de serpentes,
compreendendo proteinas estaveis, versateis, relativamente pequenas (~13-17 kDa),
dependentes de célcio e ricas em pontes dissulfeto (SCHALOSKE & DENNIS, 2006).
As sPLAsdo grupo | foram isoladas do pancreas de mamiferos e da pe¢onha de serpentes
das familias Hydrophiidae (serpentes marinhas) e Elapidae (corais verdadeiras, najas e
mambas), enquanto as SPLA: Il sdo encontradas na pegonha de serpentes da familia
Viperidae (jararacas, surucucus e cascavéis) (SOARES et al., 2003; MARCUSSI et al.,
2007). A atividade catalitica dessas enzimas sobre membranas celulares de tecidos
especificos sugere um importante papel na toxicidade da peconha, constatando assim a
multifuncionalidade dessas proteinas e seu grande potencial para aplicacOes
biotecnoldgicas na area médica, bem como sua exceléncia como modelos para o estudo

de diferentes mecanismos de agdo intra ou extracelular (SILVEIRA et al., 2012).
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Apesar de compartilharem grande identidade e aparente simplicidade molecular, estas
enzimas, de um modo geral, induzem, nas mais diferentes intensidades, uma grande
variedade de efeitos farmacologicos: neurotoxicidade (KINI, 2003), citotoxicidade
(CASTILLO et al., 2012), formacdo de edema (KINI, 2006), atividade bactericida
(MENSCHIKOWSKI et al., 2006), miotoxicidade (GUTIERREZ & LOMONTE, 2003),
convulsdo (FULY et al., 2004), hipotensdo (KINI, 2003a), inibicdo ou inducdo de
agregacao plaguetaria (LOSCALZO, 2001; TEIXEIRA et al., 2011; KINI & EVANS,
1995) e inibicao da coagulacdo (VALENTIN & LAMBEAU, 2000).

Portanto, as PLA>s da peconha dos viperideos estdo classificadas como do tipo
secretdria, grupo Il e subgrupo A (sPLA: - 11A) (DENNIS et al., 2011). As enzimas deste
subgrupo podem ainda ser separadas em dois subgrupos: as enzimaticamente ativas que
possuem um residuo de aspartato na posi¢do 49 (Asp49 PLA2, mais comuns) ou uma
serina (Ser49); e as que possuem baixa ou nenhuma atividade catalitica por possuirem a
substituicdo desses residuos na posic¢do 49 por lisina (Lys49), arginina (Arg49), glicina
(Gly 49), glutamina (GIn49), alanina (Ala49) ou asparagina (Asn49) (LOMONTE et al.,
2003; TEIXEIRA et al., 2011; SILVEIRA et al., 2012; WEI et al., 2006).

As fosfolipases A2 da peconha de serpentes podem exibir pontos isoelétricos (pl)
distintos, tanto acidos, neutros, quanto basicos (VARGAS et al.,, 2012). Diversas
isoformas podem estar presentes na peconha de uma mesma espécie (SAIKIA et al.,
2012).

Curiosamente, todas as PLA>s &cidas que foram caracterizadas apresentam um
residuo Asp na posicdo 49 e ndo induzem efeitos toxicos significativos quando
comparados com as homdlogas basicas (FERNANDEZ et al., 2010; VARGAS et al.,
2012). Isto porque etapas adicionais, envolvidas no reconhecimento e interagéo interfacial
com os alvos bioldgicos, sdo necessarias para o desenvolvimento da toxicidade dessas
enzimas (JIMENEZ-CHARRIS et al., 2016).

Devido a grande concentracdo das isoformas &cidas na peconha de determinadas
serpentes e ao alto custo energético para expressa-las, alguns autores sugerem trés
possiveis explicagGes. A primeira envolve o fato de que algumas PLA; &cidas podem

atuar sinergisticamente com as PLA; basicas, ou até mesmo com outros componentes da
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peconha, como metaloproteases e citotoxinas, potencializando os efeitos toxicoldgicos
destas moléculas (MORA-OBANDO et al., 2014b; BUSTILLO et al., 2014; JIMENEZ-
CHARRIS et al., 2016; RESENDE et al., 2017). A segunda inclui as fosfolipases A
4cidas como enzimas que atuam na digestdo da presa desses animais (FERNANDEZ et
al., 2010). Por altimo, outros autores defendem a hipotese de que estas isoformas possuem
acOes toxicas que ainda no foram exploradas (FERNANDEZ et al., 2010).

1.3 HEMOSTASIA

A circulacdo sanguinea desempenha um papel muito importante na vida dos
vertebrados, pois € atraves dela que ocorre o fornecimento de oxigénio e nutrientes para
os tecidos, além da remocéo do didxido de carbono (COz) e produtos residuais. Ademais,
a circulacdo é responsavel pelo transporte de células imunes e exerce papel vital para a
defesa do organismo contra patdégenos (KINI, 2011). Este sistema € regulado
rigorosamente visando prevenir e sanar injdrias (VERRASTRO, 2006).

Hemostasia € o mecanismo fisioldgico responsavel por manter o sangue fluido. Este
mecanismo evoluiu para reagir a um ferimento, com o objetivo de interromper a perda de
sangue por meio do fechamento da leséo na parede do vaso, prevenindo uma hemorragia
(BERGER et al., 2014; ERHARDTSEN, 2002). O sistema hemostatico envolve diversos
fatores (vasculares, plaquetarios, coagulantes, anticoagulantes, fibrinoliticos, presséo e
fluxo sanguineo) e trés etapas principais: (1) a vasoconstricdo, que € o processo de
contragéo dos vasos com objetivo de diminuir seu didmetro para evitar a perda de sangue;
(2) a agregacao plaquetaria, responsavel por formar o primeiro tampao no local da ferida;
e (3) a coagulacdo sanguinea, encarregada de formar o coagulo de fibrina através da
ativacdo de varios fatores do plasma, gerando o codgulo final e interrompendo o
sangramento (BERGUER et al., 2014; VERRASTRO, 2006).

A agregacédo plaquetaria se inicia com a leséo ao tecido vascular e consiste em trés
fases principais (CASTRO et al., 2006). Quando a camada subendotelial de um vaso é
lesada 0os componentes da matriz sdo expostos, fazendo com que plaquetas sejam
recrutadas para o local da ferida. A primeira fase consiste na adesdo plaquetéaria, na qual
receptores da membrana da plaqueta, Gplb/IX/V e GpVI se ligam, respectivamente, aos
componentes subendoteliais, fator von Willebrand (FvW) e colageno, fazendo com que
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elas fiquem aderidas ao local da lesdo (HEEMSKERK et al., 2005; ROBERTS et al.,
2004; CASTRO et al., 2006; CLEMETSON, 1997). Além disso, as plaquetas também
mudam sua estrutura conformacional, deixando de ser discoOides e passando a apresentar
pseudopodes (ALLEN et al.,, 1979; ANDREWS & BERNDT, 2004). Com isto, as
plaquetas liberam alguns fatores, como ADP e adrenalina que, juntamente com outros ja
presentes no plasma como, por exemplo, a trombina, aumentam a ades&o e ativacdo das
mesmas, expondo seus receptores e sitios de ligacdo. Estas plaquetas, agora ativadas,
continuam liberando fatores no plasma, ativando novos receptores e recrutando novas
plaquetas, as quais se ligam entre si firmemente, caracterizando assim, a segunda fase, a
agregacéo propriamente dita (CASTRO et al., 2006; VERRASTRO, 2006, BRASS,
2010). Na referida fase, o receptor de membrana plaguetaria mais abundante, conhecido
como integrina allbp3 (ou Gpllb/llla), atrai moléculas de fibrinogénio para, além de
serem 0s responsaveis pela conexao entre as plaquetas, compor o tampdo plaquetario em
formacdo, dando-lhe maior consisténcia (BANNO & GINSBERG, 2008; KASIRER-
FRIEDE et al., 2004). A terceira fase, denominada secre¢édo, ocorre quando as plaquetas
liberam tromboxana A (formada a partir da lise do acido araquidénico presente na
membrana das plaquetas através da enzina cicloxigenase), bem como ADP e serotonina,
fatores pré-agregantes responsaveis pelo recrutamento e agregacdo de novas plaquetas
(VERRASTRO, 2006; CASTRO et al., 2006; FLAUMENHAFT, 2003). Embora
separadas para fins didaticos, as trés fases da agregacao plaquetaria ocorrem de maneira
concomitante (Figura 5).
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Figura 5. Fases e fatores da agregacdo plaquetéria. Apos se ligarem aos fatores
presentes na matriz subendotelial, as plaquetas mudam sua estrutura discoide, passando
a apresentar pseudopodos. O fenbmeno de agregacdo envolve trés etapas: adesdo
(deposicédo das plaquetas na matriz exposta), agregacao (se ligam firmemente umas as
outras através do fibrinogénio) e secrecdo (liberacdo de moléculas dos granulos
plaquetario). ADP = difosfato de adenosina; Gp = glicoproteina; PDGF = fator de
crescimento derivado de plaqueta; TSP = trombospondina;, FVYW = fator de von
Willebrand.
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Paralelamente ao processo de agregacdo plaquetaria, ocorre a coagulacdo sanguinea,
tendo o coagulo de fibrina como produto final. Durante muitos anos 0 modelo proposto
por Macfarlane e Davie & Ratnoff (1946) e conhecido como cascata da coagulacéo foi
utilizado. Nesse modelo ocorre a ativagdo seriada de zimdgenos (enzimas precursoras)
em proteases, também conhecidos como fatores de coagulacéo, resultando na converséo
do fibrinogénio (proteina soltvel) em fibrina (polimero insoltvel) pela acdo da trombina
(FRANCO, 2001).
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Atualmente, um novo modelo é reconhecido, baseado em superficies celulares e,
que ao contrario do modelo inicial, onde duas vias (extrinseca e intrinseca) que
culminavam em uma via comum, é caracterizado por uma série de estagios ou fases que
consideram a interrelacdo de processos celulares, bioquimicos e fisicos. As etapas que
descrevem esse novo modelo sdo: iniciagdo, amplificacdo, propagacdo e finalizagéo
(FERREIRA et al., 2010; VINE, 2009) (Figura 6).

Figura 6. Novo modelo de coagulacéo sanguinea baseado em superficies celulares,
demonstrando as fases de iniciacdo, amplificacdo e propagacao. Fator tecidual (FT),

ativado (a).
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Adaptado de VINE (2009).

A fase da iniciacdo ocorre nas células que expressam o fator tecidual (FT), onde
0 mesmo é exposto aos componentes do sangue no local da lesdo. O FT interage com
FVII, ativando-o e formando o complexo FVI1Ia/FT, responsavel pela ativacdo de outros
fatores (HOFFMAN, 2003; FERREIRA et al., 2010). Na fase da amplificacdo, pequenas
guantidades de trombina, sintetizadas pelas células que expressam FT, interagem com as

plaquetas, fazendo com que as mesmas exponham seus receptores e sitios de ligagdo
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(HOFFMAN & MONROE, 2001). Com isso, as plaquetas tém a permeabilidade de sua
membrana alterada, resultando na entrada e saida de moléculas que atraem fatores de
coagulacio (PEREZ-GOMEZ & BOVER, 2007). A trombina também ativa os co-fatores
FV e FVIII que irdo mediar a adesdo e agregacdo plaquetaria, além da ativacdo do FXI
na superficie das plaquetas (FERREIRA et al., 2010; HOFFMAN, 2003; VINE, 2009).
Durante a etapa da propaga¢do ha uma grande sintese de trombina, formacao do tampéao
plaquetario pelo recrutamento de plaguetas e producdo dos complexos tenase e
protrombinase na superficie dessas plaquetas ativadas (MONROE & HOFFMAN, 2006).
Com o complexo protrombinase ativado uma grande quantidade de protrombina é
convertida em trombina gerando a quebra do fibrinogénio em fibrina, que resultard no
coagulo sobre a area lesada (RIDDEL et al., 2007). Na ultima etapa, a finalizac&o, ocorre
a ativacdo de anticoagulantes naturais a fim de evitar que o codgulo nao obstrua o vaso
de forma tromboética (FERREIRA et al., 2010).

O tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa), o tempo de protrombina (TP) e o
tempo de trombina (TT) sdo ensaios realizados para analisar diferentes etapas da
coagulacdo (HOFFMAN, 2003; LEUNG, 2012). Esses métodos visam avaliar as vias
extrinseca e comum através do TP, intrinseca e comum, por meio do TTPa, e a viacomum
através do TT. Com o novo modelo de coagulacdo, o TP passa a avaliar os niveis de
fatores procoagulantes que estdo envolvidos na etapa da iniciacdo da coagulacéo,
enquanto o TTPa analisa os niveis de fatores procoagulantes envolvidos na fase de
propagacdo (FERREIRA et al., 2010; MONROE & HOFFMAN, 2006). Por outro lado,
o TT avalia as irregularidades na conversdo do fibrinogénio em fibrina na fase de
propagacdo (Figura 7) (LEUNG, 2012; JESPERSEN & SIDELMAN, 1982).
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Figura 7. Fatores plasmaticos envolvidos nas vias da coagulacéo e e seus métodos de

avaliacdo. Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), Tempo de Protrombina

(TP), Tempo de Trombina (TT).
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Muitas proteinas presentes na peconha das serpentes tem acdo sobre a hemostasia,

visando a imobilizacdo e morte das presas (KINI, 2011). Em razdo do papel fundamental

que as plaquetas exercem para o equilibrio deste sistema, as mesmas representam um alvo

para as enzimas encontradas nessas pe¢onhas (SAIKIA et al., 2012; FULY et al., 2004).

Tanto a alteracdo na agregagdo plaquetaria quanto na coagulacdo sanguinea sao efeitos

caracteristicos das toxinas presentes na peconha das serpentes pertencentes a familia

Viperidae (OSIPOV et al., 2010). Os efeitos famacoldgicos que afetam esses sistemas

podem ser produzidos por proteinas de diversas familias, como por exemplo:
metaloproteases (FOX & SERRANO, 2005), serinoproteases (SERRANO & MAROUN,
2005), fosfolipases A2 (KINI, 2005), ADPases, L-amino acido oxidases (KINI, 2011),

Etapa de Propagacdo —
conversao Fibrinogénio em
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lectinas (MORITA, 2005), desintegrinas (GAN et al., 1988), e toxinas tipo 3 dedos
(3FTxs) (KINI & DOLEY, 2010).

As PLA:s de serpentes foram classificadas em trés grupos distintos de acordo com
sua atuacao na agregacao plaguetaria. O primeiro grupo inclui as PLA2s que induzem a
agregacdo, o segundo grupo é formado por PLA:s que inibem a agregacgdo induzida por
diferentes agonistas e o terceiro grupo inclui aquelas PLA2s que possuem efeito bifasico,
ou seja, em certas doses inibem a agregacdo, e em outras doses sdo capazes de agregar
plaguetas (ANDREWS & BERNDT, 2000; KINI & EVANS, 1990). Teixeira e
colaboradores (2011) sugerem que o efeito dessas enzimas sobre as plaquetas podem
ocorrer devido a intervencdo direta ao sitio catalitico, através da regido C-terminal destas
PLA>.

Além de atuarem na agregacdo plaquetaria, as fosfolipases A, tem sido
consideradas as principais responsaveis pelos efeitos anticoagulantes de grande parte das
peconhas, atuando em diferentes fases da coagulacdo (Figura 8) (DENEGRI et al., 2010;
KINI, 2005). Estas enzimas podem ser classificadas em trés classes em relacdo ao seu
efeito na coagulacdo: aquelas fortemente anticoagulantes, que inibem a coagulagédo
sanguinea em concentracdes da enzima menores do que 2 pg/ml; as fracamente
anticoagulantes, que apresentam efeitos entre 3 e 10 pg/ml ; e as que sdo pro coagulantes
(KINI, 2006; BOFFA & BOFFA, 1976). Essa classe de proteinas pode apresentar
diversas isoformas que diferem na habilidade de afetar a coagulacdo, podendo interferir
na fase da iniciacdo (fracamente anticoagulantes) ou em ambas fases, da iniciacdo e no

complexo protrombinase (fortemente anticoagulantes) (KINI, 2005).

Devido a presenca de fosfolipideos na superficie dos complexos da coagulacdo,
diversos pesquisadores acreditaram por muito tempo que o papel das PLA2 na coagulagéo
envolvia a hidroélise e destruicdo fisica desses fosfolipideos (KINI, 2005; KINI, 2011).
Contudo, alguns experimentos sugerem que alem da hidrdlise, essencial para os efeitos
anticoagulantes exibidos por essas enzimas, a ligacdo dessas enzimas a alguns fatores da
coagulacdo, como por exemplo, fator Xa e trombina podem ser essenciais para essa
atividade (KINI, 2006; KINI, 2005; SHARMA et al., 2016).
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Figura 8. Fosfolipases A2 da peconha de serpentes que interferem na coagulacéo.
PLA: que interferem através da proteolise de fatores especificos (flecha espessa), outras

PLA: interferem através de ligagdo (linha tracejada).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Purificar e caracterizar fofolipases A acidas da peconha de Crotalus durissus

cascavella.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Purificar fosfolipases A acidas da peconha de C. d. cascavella.

2. Caracterizar a estrutura das fosfolipases isoladas.

3. Caracterizar as atividades bioldgicas das fosfolipases isoladas.
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3 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E
BIOLOGICA DE FOSFOLIPASES ACIDAS DA PECONHA DE
CASCAVEL (Crotalus durissus cascavella)

(Manuscrito a ser submetido para publicagdo no

perioddico Biochemical Pharmacology)
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3.1 INTRODUCAO

Crotalus durissus (Familia Viperidae), Unica espécie de cascavel encontrada no
Brasil (WUSTER et al., 2005), possui grande importancia médica por apresentar a maior
letalidade dentre as serpentes peconhentas do pais (MINISTERIO DA SAUDE/SINAN,
2013). A especie subdivide-se em sete subespécies dependendo da regido geogréafica do
pais (UETZ & HOSEK, 2015), que possuem diferencas na composi¢ao das toxinas da sua
peconha (CALVETE et al., 2010). A peconha das cascaveis das espécies C. d.
collilineatus e C. d. terrificus (encontradas na regido Sul do pais) possui altos niveis de
crotoxina e crotamina, mas baixos niveis de fosfolipases A, &cidas, 4,6% e 2,1%
respectivamente (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010). Por outro lado, a pe¢conha da tnica
subespécie de cascavel localizada no nordeste do Brasil (C. d. cascavella) é caracterizada
pela auséncia de crotamina (SANTORO et al., 1999) e por apresentar alta concentracao
de fosfolipases A> &cidas (18%) (GEORGIEVA et al., 2010; BOLDRINI-FRANCA et
al., 2010).

Fosfolipases A2 (PLAs; E.C.3.1.1.4) sdo enzimas que catalisam a hidrolise de
glicerofosfolipideos de membrana na posicéo sn-2, liberando acido araquiddnico, acidos
graxos e lisofosfolipideos (KINI, 2003; OLIVEIRA et al., 2008; VIJA et al., 2009;
ROMERO-VARGAS et al., 2010; MUKHERJEE, 2014; GIMENES et al., 2014). Estas
enzimas podem ser classificadas em cinco principais grupos, de acordo com o nimero de
pontes dissulfeto, massa molecular e sequéncia de aminoacidos (BAO et al., 2005;
SCHALOSKE & DENNIS, 2006; BURKE & DENNIS, 2008). As PLA>s encontradas na
peconha de cascaveis pertencentem ao subgrupo A (SIX & DENNIS, 2000; DE PAULA
et al., 2009) e apresentam uma grande variedade de efeitos farmacologicos, como
neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, além de efeitos sobre o sistema
hemostatico (MAGRO et al., 2004; SCHALOSKE & DENNIS, 2006, TEIXEIRA et al.,
2011; TSAI et al.,, 2012). Devido a essa multiplicidade de atividade, as PLA:

desempenham um papel muito importante na fisiopatologia do envenenamento.

As PLA>s da peconha de cascavéis sdo caracterizadas por apresentarem 120-125
residuos de aminoéacidos, sete pontes dissulfeto e massa molecular que varia entre 13 a
15 kDa (DENNIS et al., 2011; KINI, 1997). Essas enzimas podem ser subdivididas de
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acordo com o residuo encontrado na posi¢cdo 49 em D49 PLA: que sdo cataliticamente
ativas, e as que possuem baixa ou nenhuma atividade catalitica por possuirem a
substituicdo desse residuo por K, R, Q, A ou N (LOMONTE et al., 2003; TEIXEIRA et
al., 2011; SILVEIRA et al., 2012; WEI et al., 2006).

As PLA; também podem ser classificadas de acordo com sua carga liquida, podendo
ser 4cidas (carga negativa), neutras ou basicas (carga positiva) (ANDRIAO-ESCARSO
et al., 2002; JAYANTHI & GOWDA, 1988). As PLA:s acidas possuem alta atividade
catalitica e menos letais em camundongos quando comparadas s basicas (ANDRIAO-
ESCARSO etal., 2002; FERNANDEZ et al., 2010; DENEGRI et al., 2010). Apesar disto,
as PLAs &cidas podem induzir efeitos significativos como hipotensédo, inibicdo da
agregacao plaguetaria, além de efeitos anti-tumorais e bactericidas (SERRANO et al.,
1999; FULY et al., 2002).

As PLA: presentes na peconha das serpentes tem acéo sobre a hemostasia, visando a
imobilizacdo e morte das presas (KINI, 2011). Essas enzimas atuam na agregacéo
plaquetaria, podendo ter efeitos indutores, inibidores ou aquelas que possuem efeito
bifasico, ou seja, que podem induzir ou agregar a agregacao das plaguetas dependendo da
dose (ANDREWS & BERNDT, 2000). As PLA>s também podem causar efeitos na
coagulacdo, sendo classificadas como pr6 ou anti-coagulantes, interferindo nas diversas
fases da cascata de coagulacdo (KINI, 2005; KINI, 2006).

A maior parte das toxinas da peconha da cascavel brasileira ja foi caracterizada,
mas as PLA>s &cidas dessa espécie ainda permanecem desconhecidas, provavelmente
devido baixa concentracao (2%) de PLA>s acidas na peconha da subespécie mais estudada
(C. d. terrificus) (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010; CUNHA & MARTINS, 2012;
YONAMINE, 2013; MARLAS, 1982). Portanto, o presente trabalho pretende isolar as
fosfolipases A» acidas da pegonha de C. d. cascavella em estado puro, caracterizar

estrutura e atividade biologica das mesmas.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Peconha e reagentes

Um pool de pegonha foi coletado, manualmente, de 45 serpentes da subespécie
Crotalus durissus cascavella adultas, de ambos 0s sexos, mantidas no serpentario do
Laboratorio de Animais Peconhentos e Toxinas da Universidade Federal de Pernambuco
(Licenca SISBIO N°2611.29885/2009-PE), atravées de compressdo manual das glandulas
de pegonha. O substrato NOB (4-nitro-3-acido octanoil benzoico, BML-ST506) foi
obtido pela Enzo Life Sciences. Todos os demais reagentes utilizados foram de maior

pureza disponivel comercialmente.

3.2.2 Purificacao
3.2.2.1 Cdca-1-PLAz e Cdca-lI-PLA;

Aliquotas de 40 mg (peso seco) da peconha de C. d. cascavella liofilizada foram
diluidas em tampédo A (Tris-HCI 25 mM, pH 8,0) e submetidas a centrifugacao (5000
rpom, 10 minutos, 4°C). A peconha foi aplicada em uma coluna Resource Q pré-
equilibrada com tampéo A, em um fluxo de 5 ml/min. As proteinas ligadas foram eluidas
por gradiente de tampéo B (Tris-HCI 25mM, pH 8,0, contendo NaCl 1M). A principal
fracdo eluida foi aplicada em coluna C18, previamente equilibrada com &cido
trifluoroacético (TFA) 0,1% (tampdo A). As corridas foram realizadas aplicando-se 5 a
50 ml da amostra, sendo as fracdes eluidas em gradiente linear de 5-100% de acido

trifluoroacético 0,1% em acetonitrila 50% (tampéo B), em fluxo 10 ml/min.

Uma segunda fracdo proveniente da coluna Resource Q foi submetida a
cromatografia em coluna Resource S pré-equilibrada com Tris-HCI 50 mM, pH 7,3,
contendo uréia 6M (tampdo A). A fragéo eluida antes do gradiente de tampéo B (tampéo
A contendo NaCl 1M) foi submetida a coluna C18, previamente equilibrada com acido
trifluoroacético (TFA) 0,1% (tampdo A). As corridas foram realizadas aplicando-se 5 a
50 ml da amostra, sendo as fracBGes eluidas em gradiente linear de 5-100% acido
trifluoroacético 0,1% em acetonitrila 60% (tampdo B), em fluxo 10 ml/min.

A dosagem de proteinas foi determinada pela densidade 6ptica em 280 nm. A

massa molecular das PLA>s foi determinada por eletroforese em gel poliacrilamida (SDS-
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PAGE) e espectrometria de massa. A SDS-PAGE com e sem agente denaturante (2-
mercaptoetanol) foi realizada segundo a técnica descrita por Laemmli (1970). A massa
molecular das PLA2s foi determinada por MALDI-TOF MS em um aparelho VVoyager
DE-PRO (Perseptive Biosytems, EUA). A matriz (3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic
acid) foi preparada na concentragdo de 7-10 mg/mL em acetonitrila 30% - TFA 0,3 %,
sendo aplicada (0,5 ul) sobre a placa metalica de anélise. Sobre a gota da matriz foram
aplicadas as amostras (0,5 pl) e, apds 5 min, a placa contendo os cristais amostra-matriz
foi inserida no espectrémetro de massas e irradiada com feixes de laser de nitrogénio (337

nm). A analise foi realizada no modo positivo linear, com calibracdo externa.

3.2.3 Caracterizagdo Bioquimica
3.2.3.1 Determinacdo da atividade especifica

A atividade fosfolipasica A> foi determinada segundo método de Lee et al. (1999)
adaptado por Toyama et al. (2003) para placa de 96 pocos. Para tanto, 220 pul de tampao
(Tris-HCI 50 mM, CaCl, 10 mM, KCI 150 mM, pH 7,5), 20 ul de substrato (4-nitro-3-
acido octanoil benzdico - NOB, BML-ST506, Enzo Life Sciences) diluido em acetonitrila
e 20 pl de amostra (10 pg) foram incubados por 40 min a 37 °C e a leitura a 425 nm foi
realizada em intervalos de 10 min, em um espectrofotémetro Packard SpectraCount. A
atividade especifica foi expressa pela velocidade inicial da reacdo (Vo), baseada no
aumento da densidade dptica apds 40 minutos, obtida através da medida do nimero de
moles de cromoforo liberados por minuto (N° moles/min ou U) por miligrama de proteina.

3.2.3.2 Efeito da temperatura e pH na atividade fosfolipasica

Para avaliacdo da sensibilidade térmica, as PLA»s foram aquecidas por 30 minutos a
25, 35, 45, 55, 65, 75, 85, e 95°C e resfriadas em banho de gelo. Para analise da
estabilidade a diferentes pHs, as fosfolipases foram diluidas em acetato/fosfato/borato
(PBA) 10 mM, nos valores de pH 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10 e 12. As amostras incubadas em
diferentes temperaturas e pHs foram realizadas em duplicatas e submetidas a dosagem de

atividade fosfolipasica segundo a metodologia descrita anteriormente.
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3.2.3.3 Determinacéo da cinética enzimatica

Para determinacdo do Km e Vmax das PLAs, a mesma metodologia descrita
anteriormente foi realizada, utilizando 20 ul das fosfolipases (0,5 mg/ml) e diferentes
concentragdes do substrato NOB 0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mM para a Cdca-
I-PLA: e 0,06; 0,12; 0,24; 0,4; 0,5; 0,65; 0,08 e 1,0 mM para a Cdca-II-PLA> para um
volume final de reagao de 260 ul. Os ensaios foram realizados em triplicata. O grafico e
os valores de Kn e Vmax foram obtidos a partir da utilizagdo do programa GraphPadPrism
5.0.

3.2.3.4 Determinacdo do conteudo de carboidratos

A concentracao total de actcar neutro em Cdca-I1-PLA; e Cdca-11-PLA; (15 e 30 uM)
foi mensurada utilizando o método do fenol-acido sulfdrico em placa de 96 pocos, de
acordo com Masuko e colaboradores (2005), através de uma curva padrdo de D (+) -
manose. Em cada pogo foram adicionados 50 pl de manose (0-10 pg) ou 50 ul de cada
fosfolipase (50 pg), 150 ul de acido sulfurico concentrado e 30 pl de fenol 5% (p/v) em
agua. A placa foi aquecida por cinco minutos a 90°C e resfriada a temperatura ambiente
por cinco minutos. A leitura foi realizada a 490 nm em um leitor de microplaca Spectra

Count™,

3.2.3.5 Determinacdo da sequéncia de aminoacidos

A sequéncia das PLAs foi analisada por MALDI-TOF/MS (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization — Time Of Flight/Mass Spectrometry). As PLA; foram
desnaturadas e reduzidas pela adi¢cdo de 200 pL de tampdo Tris-HCI 0,25 M, pH 8,5
contendo guanidina-HCI 6,0 M e EDTA 1mM, homogeneizado com 5 mg de ditiotreitol.
A reacdo foi incubada no escuro, a 37°C por 2 horas, sob atmosfera de nitrogénio.
Posteriormente, as amostras foram alquiladas com iodoacetamida e submetidas a uma
digestdo com tripsina, quimotripsina, Asp-N e Lys-C, utilizando uma razéo
enzima/proteina de 1:50. Peptideos gerados pela digestdo das fosfolipases foram
adicionados a 1 pl da matriz de &cido alfa-ciano-4-hidroxicindmico saturada (10 mg/ml),
e esta reacdo foi colocada na placa de ago do espectrébmetro de massa, a temperatura

ambiente. Os calibrantes utilizados foram insulina, ubiquitina, citocromo C e mioglobina.
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O espectro de massa foi obtido em um espectrometro Bruker Daltonics Microflex LT
(Billerica, EUA). Os espectros foram obtidos em modo refletor com ionizagéo positiva.

As sequéncias de peptideos obtidas foram comparadas com outras sequéncias de

fosfolipases depositadas em banco de dados. Para a comparacgéo, o programa protein blast,

acessivel em: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ foi utilizado, e o alinhamento das sequéncias
foi realizado utilizando o programa Multalin (MultipleAlignement), acessivel em:

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/.

3.2.4 Caracterizacdo Biologica
3.2.4.1 Atividade proteolitica

As atividades serinoprotease das PLA>s foram realizadas utilizando o substrato
cromogénico sintético N-benzoil-DL-arginina pnitroanilida (BApNA) e Tos-gly-Pro-
Arg-AMC (0,5 M) para atividades tipo tripsina e trombina, respectivamente. As
fosfolipases (15 e 30 uM) foram incubadas com o BApNA por 60 minutos a 37°C em
placa de 96 pocos. A liberacdo da cor pela acdo enzimatica foi monitorada a cada 5 min,
a 405 nm, usando o espectrotofometro Packard, SpectraCount. A atividade enzimatica foi
analisada com o tampdo Tris-HCI 0,1M, pH 8,0 contendo 0,02% CaCl2, v/v. Para a
atividade tipo trombina, as PLA2s (15 e 30 uM) foram incubadas por 40 minutos a 37°C
com o substrato fluorogénico Tos-gly-Pro-Arg-AMC (0,5 M) em placa de 96 pocos. A
liberacdo do fluoréforo foi monitorada a cada 10 minutos, a 440 nm, usando o
espectrotofémetro Packard, SpectraCount. A atividade enzimatica foi analisada com o
tampé&o Tris-HCI 0,05M, pH 8,0 contendo NaCl 0,15M, polietilenoglicol (PEG) 8000
0,1%.

3.2.4.2 Determinacdo da atividade hemaglutinante (AH)

Para avaliar a capacidade das PLA2 em aglutinar eritrocitos, foram realizados ensaios
de atividade hemaglutinante (CORREIA & COELHO, 1995) utilizando a suspensao de
eritrécitos humanos (A+) fixados com glutaraldeido a 1%, em microplaca de 96 pogos
com fundo cbncavo. Para isso, inicialmente 50 pl de NaCl a 0,15 M foram adicionados

em cada poco da placa. Em seguida, foram adicionados 50 pl de Cdca-I-PLA2 ou Cdca-
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I1-PLA; a 30 uM e sucessivas dilui¢cdes foram realizadas. O controle positivo foi realizado
utilizando 50 pl de Concanavalina A (400 pg), diluidos serialmente com salina. O
controle negativo foi realizado adicionando NaCl a 0,15M nos pocos da primeira coluna
da placa. Apds a preparacdo das amostras e controles, 50 ul da suspensédo de eritrdcitos
tratados com glutaraldeido a 1% foram adicionados em cada poco. A atividade
hemaglutinante foi observada a olho nu, apds incubacdo da microplaca a temperatura
ambiente por 45 minutos e definida como a menor concentracdo de proteina capaz de

aglutinar eritrdcitos.

3.2.4.3 Atividade sobre plaquetas

Sangue venoso foi coletado de doadores saudaveis em uma solucédo de 3,8% de citrato
de sodio e centrifugado a 141 g por 12 minutos a temperatura ambiente, para a obtengédo
do plasma rico em plaquetas (PRP). O plasma pobre em plaquetas (PPP) foi obtido pela
centrifugacdo do sangue a 1200 g por 15 minutos. O nimero de plaquetas foi computado
em um contador de células Counter KX-21N e ajustado para uma concentracao final de
3 x 10%ml com PPP. Uma bolsa de plaquetas lavadas foi obtida da Associacio
Beneficente de Coleta de sangue (COLSAN). A agregacao plaquetaria foi acompanhada
pelo método turbidimétrico de Born e Cross (1963). As fracGes provenientes da
cromatografia em C18 (50 pl) foram incubadas com PRP (450 pl), 4cido araquidonico
(0,5 mM), ADP (10 puM), adrenalina (50 mM) e colageno (2 pug/ml) e a agregacdo foi
monitorada a 37°C por 6 min em um agregémetro da Chrono-log Corporation. Os ensaior
foram realizados em duplicata e os controles de cada experimento foram realizados com
solucgéo salina 0,15M. Para os testes de inibigéo, diferentes concentraces de Cdca-I-
PLA, e Cdca-1I-PLA, foram adicionadas ao plasma 5 minutos antes da adicdo dos

agonistas.
3.2.4.4 Atividade coagulante

3.2.4.4.1 Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)

O sangue foi coletado de doadores adultos saudaveis, em uma solucédo de citrato de
sodio 3,8% (p/v). O plasma foi obtido por centrifugacdo a 1726 g, por 10 minutos, a
temperatura ambiente (25° C). Para a obtenc¢éo do TTPa, um pool de plasma humano (50

ul) foi adicionado a 50 pl das PLA2S, seguido da adi¢dao de 50 pl do reagente para TTPa
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(Dade actin activated cephaloplastin). A reacdo foi incubada por 120 segundos a 37° C.
Apos a incubacgdo, foram adicionados 50 pl de CaCl2 0,025M e o tempo de formagao do
coagulo foi aferido em um coagulémetro da marca Dade Berhring. Como controle foi
utilizado 50 pl de NaCl 0,15 M. Os ensaios foram realizados em duplicata e 0s resultados
expressos em fungéo de R (razéo entre tempo de coagulacdo de cada amostra e 0 tempo
de coagulacdo do controle). A concentracdo de PLA> capaz de inibir 50% da coagulagéo

(ICs0), quando comparada ao controle, foi determinada pelo GraphPad Prismb.

3.2.4.4.2 Tempo de protrombina (TP)

Para a obtencao do TP, um pool de plasma humano (50 pl) foi adicionado a 50 ul das
PLAs. A reacdo foi incubada por 60 segundos a 37° C. Apos a incubacéo, foram
adicionados 100 pl do reagente para TP (Thromborel S) e o tempo de formacdo do
coagulo foi aferido em um coagulémetro da marca Dade Berhring. Como controle foi
utilizado 50 pl de NaCl 0,15 M. Os ensaios foram realizados em duplicata e os resultados
expressos em fungdo de R (razdo entre tempo de coagulacdo de cada amostra e o tempo
de coagulagéo do controle) A concentracéo de PLA; capaz de inibir 50% da coagulacéo

(ICs0), quando comparada ao controle, foi determinada pelo GraphPad Prism 5.

3.2.4.4.3 Tempo de Trombina (TT)

Para a obtengdo do TT, inicialmente 5 pul de trombina (0,1 U/ ul) foram incubados
com 70 ul de NaCl 0,15 M (controle) ou Cdca-I-PLA> (concentracdo final 10 uM) ou
Cdca-1l1-PLA: (concentracgdo final 10 uM ou 20 pM). Ap6s 2 minutos a 37° C, um pool
de plasma humano (75 pl) foi adicionado e o tempo de formacéo do coagulo foi aferido
em um coagulémetro da marca Dade Berhring. Os ensaios foram realizados em duplicata
e 0s resultados expressos em funcdo de R (razéo entre tempo de coagulacdo de cada

amostra e 0 tempo de coagulacao do controle).
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3.2 RESULTADOS
3.3.1 Purificacao
3.3.1.1 Cdca-I-PLA:

A fosfolipase, denominada Cdca-I-PLA;, foi purificada a partir de duas etapas
cromatograficas: a separacdo da peconha bruta de C. d. cascavella em coluna Resource
Q em seis principais fragdes (Figura 9A), seguida da cromatografia de Q5 em coluna C18
(Figura 9B). A Cdca-I-PLA:; apresentou atividade fosfolipasica especifica de 11,51 + 0,5
U/mg, uma Unica banda em SDS-PAGE (Figura 9C) e massa molecular de 14.247 Da,
além de sua forma duplamente ionizada de 7.125 Da estimada por espectrometria de

massa (Figura 9D) .

3.3.1.2 Cdca-II-PLA,

A fosfolipase denominada Cdca-I1-PLA?, foi purificada a partir de trés etapas
cromatograficas: fracdo Q2 (Figura 10A), proveniente da separacdo da pegonha bruta de
C. d. cascavella em coluna Resource Q, foi submetida a cromatografia em coluna
Resource S (Figura 10B). A fracdo eluida antes do gradiente de tampdo B (Q2S) foi
cromatografada em coluna C18 (Figura 10C) e a pureza da Cdca-11-PLA; foi confirmada
por SDS-PAGE (Figura 10D) e espectrometria de massa, apresentando uma massa
molecular de 14.418 Da (Figura 10E) e atividade fosfolipasica especifica de 26,75 + 0,15
U/mg.
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Figura 9. Purificacdo da Cdca-1-PLAz. A: Cromatografia da peconha C. d. cascavella
em coluna Resource Q (6 ml). A corrida foi realizada utilizando 40 mg de peconha
diluidas em 1 ml de tampé&o Tris-HCI 25 mM pH 8 (A), seguida de elui¢do em gradiente
de tampédo Tris-HCI 25 mM pH 8 contendo 1 M de NaCl, em fluxo de 5 ml/min. B:
Cromatografia de fase reversa da fracdo Q5 da peconha de C. d. cascavella aplicada em
coluna C18. A corrida foi realizada em TFA 0,1%, seguida de eluicdo em gradiente linear
(5-100%) em tampé&o acetonitrila 50% contendo TFA 0,1%, em fluxo de 10 ml/min C:
analise da comparacéo da eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) entre
Cdca-1-PLA2 sem agente denaturante (NR) ou com agente denaturante (R) e padréo de
eletroforese Thermo Fisher.D: espectrometria de massa MALDI-TOF da Cdca-I-PLA>.
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Figura 10. Purificacdo da Cdca-l11-PLA2. A: Cromatografia da peconha C. d.
cascavella em coluna Resource Q (6 ml). A corrida foi realizada utilizando 40 mg de
peconha diluidas em 1 ml de tampéo Tris-HCI 25 mM pH 8 (A), seguida de elui¢do em
gradiente de tampé&o Tris-HCI 25 mM pH 8 contendo 1 M de NaCl, em fluxo de 5 ml/min.
B: Cromatografia de troca idnica da fragdo Q2 em coluna Resource S. As corridas foram
realizadas em Tris-HCI 50Mm pH 7,3 contendo uréia 6M (tampdo A), seguida de
gradiente de tampdo B (tampdo A contendo NaCl 1M). C: A fracdo eluida antes do
gradiente foi submetida a coluna C18, realizada em TFA 0,1%, seguida de eluicdo em
gradiente linear (5-100%) em tampao acetonitrilo 60% contendo TFA 0,1%, em fluxo de
10 ml/min previamente equilibrada com &cido trifluoroacético (TFA) 0,1% (tampéo A).
D: andlise da comparagdo da eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE)
entre Cdca-11-PLA; sem agente denaturante (NR) ou com agente denaturante (R) e padréo
de eletroforese Thermo Fisher. E: espectrometria de massa MALDI-TOF da Cdca-I1I-
PLA:.
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3.3.2.1 Efeito do pH e temperatura na atividade fosfolipasica

As fosfolipases foram igualmente sensiveis a mudanca de pH, apresentando

atividade diretamente proporcional ao aumento do pH (Figura 11A e 11B). Ambas as

PLA, apresentaram atividade enzimatica em todas as temperaturas testadas, com

pequenas reducdes da atividade nas temperaturas mais altas e mais baixas.

Figura 11. Efeito do pH e temperatura na atividade fosfolipasica. Efeito do pH do
tampdo de amostra na atividade fosfolipasica de Cdca-1-PLA: (A) e Cdca-II-PLA: (B).
Efeito da temperatura de incubacdo prévia (10 minutos) sobre a atividade fosfolipasica
de Cdca-1-PLA: (C) e Cdca-II-PLA; (D) (*p> 0,05; **p>0,01; ***p>0,001 em relacéo a
maior atividade detectada).
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3.3.2.2 Determinacéo da cinética enzimatica

Ambas PLA:s apresentaram atividade sobre o substrato NOB, porém Cdca-1I-
PLA: foi mais ativa que Cdca-1-PLA. As velocidades méaximas estimadas para Cdca-
I-PLA; e Cdca-1I-PLA, foram 13,15 e 39,68 nmolxmin'mg? e Kn foram 0,2280 e
0,3993 mM, respectivamente (Figura 12).

Figura 12. Cinética enzimatica determinada de Cdca-1-PLA: e Cdca-11-PLA2. O
ensaio foi realizado seguindo o método de Lee et al. (1999) adaptado por Toyama et al.
(2003) para placa de 96 pocos. A: Cdca-I-PLA2 (0,5 mg/ml) testada sobre as diferentes
concentragdes de substrato NOB (0,125; ,25; 0,5;1,0; 1,5. 2,0 e 2,5). B: Cdca-1I-PLA>
(0,5 mg/ml) testada sobre as diferentes concentracGes de substrato NOB (0,125; ,25;
0,5;1,0; 1,5. 2,0 e 2,5).
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3.3.2.3 Determinacdo do contetdo de carboidratos

Em ambas PLA>s foi detectada a presenca de carboidratos neutros, em uma propor¢éo

de 2,72% e 2,92%, respectivamente.

3.3.2.4 Determinagdo de sequéncia de aminoacidos

O sequenciamento de aminoacidos de Cdca-1-PLA; resultou na obtengdo de uma
sequéncia contendo 24 residuos, apresentando homologia com outras sequéncias na
posicdo 64 a 88. Essa sequéncia tem similaridade com outras isoformas de PLA: &cidas
purificadas da pegonha de vérias serpentes da familia Viperidae: Trimeresurus
gramineus, Crotalus viridis viridis, Trimeresurus stejnegeri, Gloydius blomhoffii, G.

halys e Bothrops alternatus (Figura 13).
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Figura 13. Alinhamento multiplo da sequéncia da Cdca-1-PLA2 ((NUmero de acesso:
199376) e outras fosfolipases de peconha de serpentes. PLA2-1V-Tg: PLA; &cida de
Trimeresurus gramineus (81479), Pts-Al: precursor da PLA: &cida Ts-Al de
Trimeresurus stejnegeri (Q6H3DO0), 111-Tg: PLA: &cida Ill de Trimeresurus gramineus
(P81480), PA2-11-Gb: PLA; &cida PA2-11 de Gloydius blomhoffii (P20249), svPLA>-Gh:
PLA: acida Sv-PLA; de Gloydius halys (042192), pCvv-E6b: precursor da PLA; acida
Cvv-E6b de Crotalus viridis viridis (Q7ZTA6), pCvv-E6e: precursor da PLA: &cida Cvv-
E6e de C. v. viridis (Q7ZTA7Y), pCvv-E6b: precursor da PLA; acida Cvv-E6b de C. v.
viridis (Q7ZTAS8), SplIRP4-Ba: PLA; acida SplIRP4 de Bothrops alternatus (P86456).
O peptideo sinal foi omitido das sequéncias dos precursores.
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Cdca-I-PLA2

PLA2ac I¥-Tg HLHOFETLIHKYAGRSGYHYYGSYGCFCGAGGOGRPODASDRCCFYHOCCYGKYHGCDPK
PLA2ac,pTs-A1 HLHOFETLIHKYAGRSGYHYYGSYGCFCGAGGOGRPODASDRCCFYHOCCYGKYHGCDPK
PLA2ac,TIT-Tg HLHQFETLIAKYAGRSGYHYYGSYGCFCGAGGAGRPODASDRCCFYHOCCYGKYHGCDPE
PLAZ2ac ,PAZ-II-Gb SLAOQFETLIHKIAGRSGIHYYGSYGCYCGAGGAGRPODASDRCCFYHDCCYGKYTGCDPK
PLAZac ,svPLAZ=-Gh SLAOFKTLIHKIAGRSGIHYYGSYGLYCGGGGOGRPODASDRCCFYHOCCYGKY TGCHPK
PLAZac ,pCvv=EGb  HLYOFELLTHKYAKRSGLLSYSAYGCYCGHGGYGRPODATODRCCFYHOCCYGKY TOCHPK
IPLA2ac ,pCwv-Ebe HLYOFELLIHKYAKRSGLLSYSAYGCYCGHGGHGRPODATORCCFYHDCCYGKYTDCHPK
PLA2ac ,,pCvv-E6d  SLYOFERLIHKYAKRSGLFSYSAYGCYCGHGGHGRPADATOHCCFYHOCCYGEY TOCHPK
ALA2ac,SpIIRP4-Ba HLYOFKTLIHKIAGRSYYYKY-FYGCYCGHGGIGAPRDATORCCFYHOCCYGKYTHCHPK
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podca-I-PLAZ *  prSYTEENGETVCGGDDPCKKDFY
ac,lV='8€  KDFYTYSEENGDIYCGGDDPCKKEICECDKDARICFRDNKDTYDNKYHFFPAKHCOEESEPC
PLAZ2ac,pTs-Al  yppyTYSEENGATYCEGODPCKKEICECDKDARTCFRONKDTYDNKYHFFPAKNCOEESEPC
PLA2ac,III-Te  kpFYTYSEENGATYCGGDDPCKKEICECDKDAAICFRONKDTYDNKYHFFPAKNCOEESEPC
PLAZac,PA2-I1-Gb ) pyyTYTEEHGATYCGGDDPCKKAICECDKDARICFRONIDTYDHKYHFFPAKNCAEESEPC
PLAZac,swPLAZ-Gh  qpyyTYTEENGATYCGGODPCKKOICECOKDARICFRONIDT YOHKYHFFPAKHCOEESEPC
PLAZac,pCvv=-EBb  TASYTYSEENGEIVCGGDOPCKKAYCECDRYARICFRONIPSYDHKY IAFPAKHCOEKPEPC
PLA2ac,pCvv-Ebie  TASYTYSEENGEIVCGGDDPCKKAYCECDRYARICFRONIPSYDHKY IQFPAKHCOEKPEPC
PLA2ac,pCvv-E6d  TASYTYSEEHGEIYCGGDDPCKKOVCECDRYARICFRDNIPTYDHKYHRFPPENCOEEPEPC
PLA2ac,SpIIRPA-Ba  TATYSYTEEWGALYCGGDDPCKKOYCECDRYAANCFRONKDTYDHKYHFLPPKHCOEDSEPC
A partir do sequenciamento de Cdca-11-PLA; foi possivel obter trés sequéncias

que totalizaram 72 residuos de aminoacidos. A sequéncia N-terminal apresentou oito
residuos de aminoacidos sequenciados. A segunda sequéncia apresentou 30 residuos entre
as posicoes 13 a 42, e por fim, a terceira sequéncia contendo 34 aminoacidos apresentou
homologia nas posicdes de 67 a 114 das fosfolipases de outras serpentes da familia
Viperidae. Essa fosfolipase A> apresentou homologia principalmente para moléculas
precursoras de isoformas de crotapotina ou similares clonadas das peconhas de Crotalus
durissus terrificus, Crotalus scutulatus scutulatus e Sistrurus catenatus tergeminus, bem
como com varias isoformas acidas clonadas de Crotalus atrox, Crotalus adamanteus,
Crotalus horridus, Crotalus viridis viridis, Trimeresurus gramineus e Trimeresurus

stejnegeri (Figura 14).
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Figura 14. Alinhamento multiplo da sequéncia da Cdca-11-PLA2 (Numero de acesso:
6480) e outras fosfolipases de peconha de serpentes. Prec-Ctd: PLA; acida precursora
da crotapotina de Crotalus durissus terrificus (P08878 ), Prec-Css: PLA> &cida precursora
da subunidade acida da Mojave toxina de Crotalus scutulatus scutulatus (P18998 ), Prec-
Sct: PLA: acida precursora da subunidade &cida da sustroxina A de Sistrurus catenatus
tergeminus (Q6EANSG), Prec-Cat: Precursor da PLA: &cida de Crotalus atrox (P00624),
Prec-Cad: Precursor de PLA: acida beta de Crotalus adamanteus (P00623), Prec-Ch:
Precursor de PLA; acida CH-E6 de Crotalus horridus (D6MKRO, Prec-Cvv: Precursor
de PLA; acida Cvv-E6a de Crotalus viridis viridis (Q800C4), PLA ac-Gh: PLA; acida
PA2-11 de Ghoydius blomhoffii (P20249), Prec-Tg: Precursor de PLA; &cida sv-PLA; de
Trimeresurus gramineus (P70088), Prec-T2: Precursor de PLA; acida TS-A6 de
Trimeresurus stejnegeri (Q6H3C8). O peptideo sinal foi omitido das sequéncias dos
precursores.
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PLA2ac Prec=Sct SLYEFETLINKIAGRSGYHYYSSYGCYCGTGGOGHPODASDRCCFEHDCCYAKLTGCOPITOVYTYROED
PLA2ac,Prec-Cat SLYOFETLIMKIAGRSGLLHYSAYGCYCGHGGHGLPODATORCCFYHDCCYGKATDCHPKTYSYTYSEEN
PLA2ac ,Prec=Cad SLYOFETLINKYAKRSGLLMYSAYGCYCGHGGHGRPODATORCCFYHDCCYGKATDCHPETYSYTYSEEN
PLAZ2ac,Prec=Ch SLYOFEHHIHEYAKRSGLLMYSAYGLYCGHGGHERPODATORCCFYHOCCYGKATOCHPKRYSYTYSEEN
PLA2ac ,Prec=Cvw SLYOFETLINKIAGRSGLLMYSAYGCYCGHGGHGLPODATORCCFYHDCCYGKATDCHPETYSYTYSEEN
PLA2ac-Gb SLHOFETLIHKIAGRSGIMYYGSYGCYCGAGGOGRPODASDRCCFYHDOCCYGKYTGCOPKLDYYTYTEEH
PLAZac,Prec-Tg HLHOFEMHIKENTGRSGIHMYGSYGCYCGKGGAGLPODASDRCCFYHDCCYGKYNGCDPKDDFYYYSSEN
PLA2ac,Prec-Ts HLHOFENHIKKYTGRSGIMHYGSYGCYCGKGGAGLPODASDRCCFYHDCCYGKYNGCDPKDDFYYYSSEN
0 80 0 100 110 12422
} 4 4 $ ¥ +=|
Cdca=-II-PLA2  GEIYCGEDDPCGTOICECDKAARICFRRSLSTYKMEYHFYPDSR
PLA2ac,Prec=Cdt  GEIYCGEDDPCGTOICECDKAAAICFRNSHOTYDYKYLOFSPENCOGESQPC
PLA2ac,Prec-Css  GEIVCGGDDPCGTOICECOKAAAICFROSHMTYDYKYLRFSPENCOGESOPC
PLA2ac,Prec=Sct  GEIYCGGEDPCGTOICECOKARAICFROSHOTYNHKYHRFSLENCOGESQPC
PLA2ac,Prec-Cat  GEIICGGDOPCGTOICECOKAAAICFRDNIPSYDMKYHLFPPKNCREEPEPC
PLA2ac,Prec=Cad GEIYCGGODPCGTOICECDKAAAICFRONIPSYDNKYHLFPPKNCREEPEPC
PLA2ac,Prec-Ch  GEIYCGGODOPCGTOICECOKAAAICFROMIPSYDNKYHLFPPKNCQEEPEPC
PLA2ac,Prec=Cvw  GEIVCGGONPCGTOICECOKAAAICFRONIPSYSNKYHLFLPKNCRGDPEPC
PLAZac-Gb  GATYCGGOOPCKKOICECDKDAATICFROMIOTYONKYHFFPAKNCOEESEPC
PLAZ2ac,Prec=Tg¢ ROIVCGEDWPCTKEICECOKARAICFRONMDTYOMKYHFYPSSHCNEESEP
PLA2ac,Prec-Ts  ROIYCGEDWPCTKEICECOKAAAICFROMMDTYONKYHF YPSSHCHEESEPC
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3.3.3 Caracterizacgdo Bioldgica
3.3.3.1 Atividade proteolitica

Tanto a Cdca-1-PLA> quanto a Cdca-11-PLA> ndo apresentaram atividade tipo
tripsina sobre o substrato BApNA. Por outro lado, embora a enzima Cdca-I-PLA> ndo
tenha apresentado atividade tipo trombina, a Cdca-1I-PLA2 mostrou atividade dose

dependente (Figura 15).

Figura 15. Atividade tipo trombina das fosfolipases. Cdca-I1-PLA2 e Cdca-11-PLA>
incubadas durante 40 minutos a 37°C com o substrato fluorogénico Tos-gly-Pro-Arg-
AMC (0,5 M), em microplaca, e as leituras realizadas a 440 nm.
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3.3.3.2 Determinacdo da atividade hemaglutinante (AH)

A Concanavalina A (controle positivo) apresentou atividade hemaglutinante com
titulo de 128 e dose minima hemaglutinante de 6,25 uM. A Cdca-1-PLA; apresentou um
titulo de 4, correspondendo a uma dose minima hemaglutinante de 15 pM. Por outro lado,
a Cdca-lI-PLA> ndo apresentou atividade aglutinante quando testada em hemaécias
humanas do tipo A +.

3.3.3.3 Atividade sobre plaguetas

Ambas PLAs ndo apresentaram efeito sobre agregacdo plaquetaria em PRP quando
utilizadas como agonistas, e também ndo promoveram qualquer alteracdo na agregacao
plaquetaria induzida por ADP (dados ndo mostrados). Por outro lado, apesar de ambas
apresentarem efeito inibitério na agregacdo plaquetdria em PRP quando col&geno,
adrenalina e &cido araquidénico foram utilizados como agonistas, a acdo das duas PLA>S

nao foi idéntica.
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Cdca-1-PLA: inibiu a agregacdo de plaquetas de forma dose dependente quando
induzida por colageno (a partir da dose de 2 uM, p<0,001) (Figura 16A) e adrenalina (0,2
UM, p<0,01) (Figura 16B). Em relacdo a agregacdo induzida pelo acido araquidonico, a
Cdca-I- PLA: inibiu completamente a agregacao nas doses de 0,7 uM a 20 uM (p<0,001),
perdendo a capacidade de inibig&o na dose de 0,2 uM (Figura 8C). Nesses experimentos

n&o foi observado um efeito dose resposta (Figura 16C).

A Cdca-lI-PLA: apresentou atividade inibitoria dose resposta na agregacao induzida
por colageno (Figura 17A) e acido araquidénico (Figura 17C) nas doses de 0,2 UM a 20
HUM. Essa PLA: apresentou efeito inibitdrio sobre plaquetas (PRP) quando a adrenalina
foi utilizada como agonista, inibindo completamente a agregacao plaquetaria em todas as
doses testadas (0,02 uM a 20 uM) (Figura 17B).
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Figura 16. Efeito da Cdca-1-PLA2 na agregacdo plaquetariaem PRP. (A) Efeito sobre
a agregacao plaquetéaria induzida por colageno. (B) Efeito sobre a agregacao plaquetaria
induzida por adrenalina. (C) Efeito sobre a agregacdo plaquetéria induzida por éacido
araquidénico. A agregacdo plaquetaria foi determinada em agregbmetro. As barras

representam as medias + desvio padrdo. Os resultados foram obtidos em dois ensaios
independents e em duplicata. (**p>0,01; ***p>0,001).
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Figura 17. Efeito da Cdca-11-PLA2 na agregacdo plaquetariaem PRP. A. Efeito sobre
a agregacdo plaquetaria induzida por colageno. B. Efeito sobre a agregacédo plaquetaria
induzida por adrenalina. C Efeito sobre a agregacdo plaquetéria induzida por &cido
araquidénico. A agregacdo plaquetaria foi determinada em agregbmetro. As barras
representam as medias + desvio padrdo. Os resultados foram obtidos em dois ensaios
independents e em duplicata. (*p> 0,05; **p>0,01; ***p>0,001).
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Os resultados dos ensaios com plaquetas lavadas identificaram diferencas na

resposta das duas fosfolipases. Ao invés de inibirem a agregacéo, a Cdca-I-PLA; induziu

agregacao quando utilizada como agonista de forma dose dependente (3,5 UM a 14 puM)

e a Cdca-1I-PLA>, mesmo na dose de 28 puM, ndo apresentou qualquer efeito nas

plaquetas lavadas (Figura 18).

Figura 18. Efeito da Cdca-1-PLAz2 e Cdca-11-PLA2 na agregacdo de plaquetas
lavadas. Efeito de diferentes doses das fosfolipases como agonistas de agregacdo. A
agregacao plaquetaria foi determinada em agregdmetro. As barras representam as médias
+ desvio padrdo. Os resultados foram obtidos em duplicata. (*p> 0,05; ***p>0,001).
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Por outro lado, quando comparamos quatro diferentes formas de testar a agregacao

plaquetéria induzida por trombina com as PLA (capacidade de agregacdo plaquetaria da

trombina em si; efeito de cada PLA2 na agregacao das plaquetas; efeito de cada PLAz na

agregacao plaguetaria quando incubada previamente com trombina por 5 minutos; e a

adicdo de trombina as plaquetas 5 minutos apés a adi¢do de cada PLA>) observamos que

a Cdca-1-PLA: reduziu significativamente a capacidade da trombina agregar as plaquetas

em ambos os experimentos (Figura 19A), enquanto a Cdca-11-PLA; ndo apresentou

qualquer efeito (Figura 19B).
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Figura 19. Efeito das fosfolipases na agregacéo de plaquetas lavadas na presenca e
auséncia de trombina. (A) Efeito da Cdca-1-PLA. (B) Efeito da Cdca-1I-PLA.
Trombina + Cdca: medida da agregacdo por trombina e PLA>, incubadas a 37° C, por 5
minutos, antes da adicao as plaquetas. Trombina ap6s Cdca: medida da agregacao devido
a trombina adicionada 5 minutos ap6s a incubacdo Cdca as plaquetas. O efeito da
agregacao plaquetaria foi determinada em agregdbmetro. As barras representam as médias
* desvio padréo. Os resultados foram obtidos em duplicata. (**p>0,01; ***p>0,001).

A
150- Trombina
O Y—wf\‘
z ‘ — Trombina + Cdca-I-PLA
1004 = S T e 2
= \
fép Cdca-l}
= \*\_ %
= h Trombina
n«w’vw )
100 2min Vi
Tempo
B
KCdca-II-PLAz
1501 0 kTrombina
&
00 T 8
pr—— g
E kY
1S
50 : /’ .-
ey mmw \\\\\\\\\\\\\\\\\ -
Trombina A Aoy
+*% o .
100 2 min Trombina + Cdca-llI-PLA
O T l ..... I ..... l = 2
2> S _\ N Tempo
N\
& N\ '\P‘Q D‘Q '\?‘Q
&\0 >V N N
QY 60’& 60’0
N @) @)
< Re S
oy S <
& i
<° S



57

3.3.3.4 Atividade coagulante

Os resultados da determinacdo do TTPa e TP mostraram que as duas PLA>S
apresentaram atividade anticoagulante dose dependente nas concentracdes de 10 a 30 UM,
prolongando mais o TP do que o TTPa. Na maior dose testada, o TP foi prolongado em
mais de 20 vezes por agdo das Cdca-1-PLA; (ICso = 0,22 uM, Figura 20A) e,
aproximadamente, duas vezes pelo efeito da Cdca-11-PLA; (ICs0 = 5,9 UM, Figura 20B).
A maior atividade anticoagulante da Cdca-I-PLA2 (ICso = 1,4 pM) também foi
evidenciada pelos resultados do TTPa, promovendo um aumento de mais de 10 vezes no
mesmo (Figura 20C), enquanto a Cdca-I1-PLA> (ICso = 1,1 uM) induziu apenas discreto
prolongamento deste tempo (R< 1,5) (Figura 20D).

Devido a pequena quantidade de amostra, o TT s0 foi realizado na dose de 10 uM
de Cdca-1-PLA2 ndo apresentando qualquer alteragcdo em relagéo ao controle. Por outro
lado, embora a Cdca-II-PLA; nédo tenha alterado o TT na dose de 10 pM, a mesma
apresentou significativa atividade anticoagulante na dose de 20 uM, prolongando

aproximadamente 7 vezes o TT em relacdo ao controle (Figura 20E).
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Figura 20. Efeito das fosfolipases na coagulacdo. Tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPa) de Cdca-1-PLA: (A) e de Cdca-11-PLA: (B). Tempo de Protrombina (TP)
de Cdca-1-PLA> (C) e de Cdca-1I-PLA2 (D). Tempo de Trombina (TT) de Cdca-I-PLA>
e Cdca-l1I-PLA: (E). As barras representam as medias + desvio padrdo. Os resultados
foram obtidos em dois ensaios independents e em duplicata. (*p< 0,05; **p< 0,01; ***p<
0,001 em relacdo ao controle com NaCl 0,15M).
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3.4 DISCUSSAO

Dentre as toxinas que compdem a peconha das serpentes estdo as fosfolipases Ao,
enzimas que representam um dos principais componentes desta secre¢do. As PLA:
apresentam uma grande variedade de atividades toxicas, apesar das restrigdes estruturais
Impostas por sua estrutura conservada e rica em pontes dissulfeto (KINI, 2003;
JIMENEZ-CHARRIS et al., 2016; RESENDE et al., 2017).

Neste estudo, duas novas fosfolipases A, acidas com agdo na hemostasia e com
atividades ainda ndo descritas para esta classe, Cdca-I-PLA,, possivelmente, uma
quimerolectina e Cdca-I11-PLA; um inibidor de trombina, foram purificadas com sucesso

da peconha de C. d. cascavella.

Os resultados da atividade fosfolipasica e espectrometria de massa das fracGes
cromatograficas sugerem que na primeira etapa de purificacdo (Resource Q), comum as
duas novas fosfolipases, ocorreu a elui¢do da maior parte da crotoxina na forma dimérica
(fracdo Q2), bem como das subunidades isoladas: fosfolipasica basica (fracdo néo retida)
e crotapotina cida (fracdo Q5). Estes resultados foram confirmados pelo monitoramento
da atividade fosfolipasica A2 em cada fracdo eluida da coluna Resource Q (dados nédo
mostrados), onde o pico Q2 apresentou maior atividade fosfolipésica, sugerindo que a
crotoxina, toxina com atividade fosfolipasica mais abundante da peconha de Crotalus
durissus (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010), eluiu nesta fracao.

A Cdca-1-PLA2 € uma fosfolipase &cida, provavelmente com pl entre 3 e 4 por
comparagao com a crotapotina (pl 3,4) que foi eluida na mesma fragdo na primeira etapa
de purificacdo. A presenca da crotapotina nessa fracao foi confirmada por espectrometria
de massas (dados ndo mostrados). A Cdca-1-PLA> foi purificada em apenas duas etapas
cromatogréficas e estd em baixa concentra¢do na peconha de C.d. cascavella, em torno
de 0,3%.

Para isolar a Cdca-I1I-PLA> foi necessario incluir mais uma etapa cromatografica,
porque a Cdca-11-PLA; foi eluida na mesma frag&o da crotoxina (pl 4,7) na cromatografia
em Resource Q (fracdo Q2), o que confirmou o seu carater &cido (HANASHIRO et al.,
1978; DOS-SANTOS, 2014). Uma vez que ambas a crotoxina e a Cdca-11-PLA> possuem

atividade fosfolipasica, posteriormente, foi utilizada uma cromatografia em Resource S
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na presenca de 6M de ureia (RANGEL-SANTOS et al., 2004), visando a separagédo das
subunidades da crotoxina e das fosfolipases &cida e basica. A fracdo ndo retida contendo
a Cdca-1I-PLA, foi obtida apos cromatografia de fase reversa, representando
aproximadamente 3% do contetdo total da peconha. A Cdca-II-PLA apresentou trés
vezes mais atividade sobre NOB do que Cdca-I-PLA2, e também maior atividade
fosfolipasica quando comparada a PLA>s purificadas de C. d. colillineatus (PONCE-
SOTO et al., 2002) e de Porthidium hyoprora (MARQUES et al., 2015).

Os métodos cromatogréaficos utilizados nesse estudo também tem sido empregados
com sucesso na purificacdo de outras PLA. de peconha de serpentes Viperidae
(FERNANDEZ et al., 2010; CORREA et al., 2016). A baixa concentracdo de Cdca-I-
PLA: e o fato de que Cdca-11-PLA: eluir inicialmente com a crotoxina podem justificar

o fato de que até o momento essas toxinas ndo haviam sido isoladas.

A pureza de ambas PLA>s foi confirmada por espectrometria de massa e SDS-PAGE.
A Cdca-1-PLA: apresentou apenas a forma de monémero, com uma massa molecular de
14.246 Da, em similaridade com outras PLA,S acidas caracterizadas da pegonha de
serpentes da familia Viperidae (FERREIRA et al., 2013; JIMENEZ-CHARRIS et al.,
2016; RESENDE et al., 2017). Em contrapartida, a Cdca-II-PLA2 como mondmero
possui massa de 14.418 Da, mas também apresentou dimeros e trimeros, detectados por
espectrometria de massa, indicando um processo de oligomerizacdo destas moléculas.
Este fendmeno pode proporcionar um efeito conhecido como cooperatividade, que é
caracteristico de enzimas alostéricas, e pode ser observado em algumas PLA; crotalicas
(BEGHINI et al., 2000; PONCE-SOTO et al., 2002; DENEGRI et al., 2010). O processo
de dimerizagédo de PLA> pode ampliar a capacidade de ligacdo das mesmas ao substrato,
através do aumento da hidrofobicidade na ligacdo dos canais de célcio, resultando assim

na intensificacdo de sua atividade enzimatica (SUN et al., 2009).

Ambas PLA; purificadas neste trabalho obedeceram a cinética de Michaelis-Mentem,
onde a taxa de catalise progride com o0 aumento da concentracao de substrato, e a sintese
do produto é proporcional a reacdo da enzima. Ao longo da reagdo, todas as moléculas da
enzima sdo saturadas com o substrato e a aceleragdo diminui (TOYAMA et al., 2014;
RESENDE et al., 2017). Embora a Cdca-II-PLA. tenha apresentado maior atividade
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fosfolipésica especifica, a Cdca-1-PLA: apresentou maior afinidade pelo substrato, uma
vez que apresentou um menor valor de K (NELSON & COX, 2014).

Cdca-1-PLA, e Cdca-11-PLA, apresentaram comportamento semelhante em
relacdo ao efeito da temperatura de incubacdo das mesmas na atividade fosfolipasica,
sendo ambas termorresistentes. Essa caracteristica também foi observada em outras
PLA:s, descritas como enzimas altamente estaveis devido a presenca de até sete pontes
dissulfeto em sua estrutura (TEIXEIRA et al., 2011; DENEGRI et al., 2010; FERREIRA
etal., 2013).

Com relagéo ao pH, a Cdca-I-PLA: e a Cdca-1I-PLA: apresentaram comportamento
similar, sendo sensiveis a pHs mais acidos, semelhante a outras PLA: purificadas da
peconha de serpentes (BREITHAUPT, 1976; TEIXEIRA et al., 2011; RESENDE et al.,
2017). No entanto, as PLA: purificadas nesse trabalho apresentaram maior atividade
enzimatica proporcionalmente ao aumento do pH do ensaio tendo, portanto, maior
atividade em pHs mais béasicos. Esse comportamento ndo é observado em outras PLA,
visto que essas normalmente possuem maior atividade em pH 8, sendo reduzida
conforme o pH do meio aumenta (PONCE-SOTO et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2011;
MARQUES et al., 2015; RESENDE et al., 2017).

Cdca-I-PLA> e Cdca-1I-PLA apresentaram alta similaridade com outras PLA>
acidas da peconha de serpentes da familia Viperidae (COGO et al., 2006; DENEGRI et
al., 2010; FERREIRA et al., 2013). Cdca-1I-PLA, também apresentou similaridade com
a molécula precursora da crotapotina de Crotalus durissus terrificus e de proteinas
similares encontradas em outras duas espécies de cascavel. Essa molécula foi
primeiramente identificada por Bouchier e colaboradores (1991) como uma PLA:
responsavel por constituir, através de clivagens pos transducionais, as trés cadeias
polipeptidicas da subunidade &cida da crotoxina, a crotapotina (CA) (BOUCHIER et al.,
1991; FAURE et al.,, 1991; FAURE et al., 2011). A PLA> precursora da crotapotina é
tambem conhecida como pro-CA, e mantém todos os amino&cidos responsaveis pela
ligagdo ao substrato e pelo mecanismo catalitico presente nas PLA2s (BOUCHIER et al.,
1991; BOLDRINI-FRANCA et al., 2008). Estes resultados, provavelmente, se devem ao
fato de que a espécie Crotalus durissus compartilha a mesma origem filogenética da

populacdo da América do Norte (WUSTER et al., 2005), possuindo entdo semelhanca na
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codificagdo genética com essas proteinas. Por outro lado, ambas PLA: purificadas nesse
estudo ndo apresentaram muita similaridade com a Unica PLA: &cida identificada por
clonagem na glandula de peconha da subespécie C.d.cascavella (GUARNIERI et al.,

2009), nem com outras PLAS; &cidas de cascavéis.

Vérias PLAs da peconha de serpentes sdo conhecidas por apresentarem atividade
hemolitica, ou seja, induzem a lise da membrana de hemécias, embora possam nao
apresentar atividade hemolitica direta (SOARES et al., 2001; KETELHUT et al., 2003;
DENEGRI et al., 2010; FERREIRA et al., 2010). No entanto, at¢ 0 momento nao se
conhecia nenhuma PLA: purificada da peconha de serpente com atividade
hemaglutinante. A Cdca-I-PLA: foi capaz de aglutinar hemaécias, 0 que sugere que a
mesma seja uma quimerolectina (PEUMANS & VAN DAMME et al., 1998), uma vez
que possui pelo menos um sitio de ligacdo para carboidratos, além de um dominio com
acdo enzimatica (CORDARA et al., 2011). Algumas proteinas ja purificadas e
classificadas como quimerolectinas incluem as proteinas inativadoras de ribossomos
(RIPs) (BARBIERI et al., 1993), quitinases da classe | (COLLINGE et al., 1993) e
aglutininas de um fungo da espécie Marasmius oreades (MOA) (CORDARA et al.,
2011). Estudos futuros usando diferentes carboidratos e glicoproteinas como inibidores
serdo utilizados para determinar a importancia do dominio lectinico nas atividades da
Cdca-1-PLA, observadas sobre a hemostasia. Considerando que muitos receptores
plaquetarios e fatores da coagulacdo sdo glicoproteinas (CASTRO et al., 2006), é possivel

que o dominio lectinico esteja envolvido na ligacdo a essas proteinas.

As PLA>s agem na hemostasia tanto sobre a agregacdo plaquetaria, quanto sobre a
coagulacdo sanguinea (FULY et al., 2004; KINI, 2006). Com relagdo a agregacdo, as
PLA: podem ser classificadas em trés grupos, baseados na forma como essas enzimas
interferem na funcdo das plaquetas (ANDREWS & BERNDT, 2000). O grupo | é
representado pelas PLA, capazes de induzir a agregagdo plaquetaria, o grupo Il é
constituido por PLA> que inibem a agregacdo das plaquetas induzida por diferentes
agonistas, e o grupo Il é formado por PLA2s que apresentam um efeito bifésico, isto &,
que em determinadas concentragdes sdo agregantes e em outras atuam como inibidores
(KINI & EVANS, 1990; SAJEVIC et al., 2011). Ambas PLA>s purificadas neste trabalho

fazem parte do grupo 11, uma vez que inibiram a agregacao induzida por adrenalina, acido
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araquidonico e colageno, apesar de ndo terem atuado na agregacdo induzida por ADP.
Vérias PLAs purificadas de pegonhas de serpentes também s&o classificadas no mesmo
grupo, como BE-I-PLA; (Bothrops erythromelas) (ALBUQUERQUE-MODESTO et al.,
2006) que atua de forma semelhante as PLAs isoladas nesse estudo, BmooTX-I
(Bothrops moojeni) (SANTOS-FILHO et al., 2008), CC-PLA>-1 e CC-PLA>-2 (Cerastes
cerastes) (ZOUARI-KESSENTINI et al., 2009) e Bp-PLA> (B. pauloensis)
(RODRIGUES et al., 2007).

Cdca-1-PLA, atuou como agonista em plaquetas lavadas, além de ter inibido a
agregacéo induzida por trombina no mesmo sistema. Estes resultados sugerem que a
Cdca-1-PLA, compete com a trombina pelos seus receptores plaquetarios especificos,
ocupando-os e impedindo que a trombina induza a agregacdo das plaquetas. Este
comportamento inibitorio foi evidenciado pelo ensaio onde a Cdca-I-PLA;, tanto
previamente incubada com as plaquetas antes da adi¢ao de trombina quanto pré-incubada
com a trombina, reduziu significativamente a agregacdo das plaquetas lavadas. Além de
uma possivel acdo direta sobre os receptores plagquetarios para trombina, um outro
possivel mecanismo de a¢do da Cdca-I-PLA; seria a sua liga¢do a trombina, impedindo-
a de ligar-se aos seus receptores plaquetarios. A agregacao em plaquetas lavadas induzida
pela Cdca-I-PLA> também pode ter resultado de sua fragcdo lectinica, uma vez que 0s
receptores plaquetarios sdo glicoproteinas com diferentes niveis de glicosilacdo
(LAKHTIN, 1995; RAMASAMY, 2004; BERGER et al., 2014). As lectinas podem
interagir com os receptores plaguetarios, podendo induzir a agregacao e a secrecdo dos
granulos das plaquetas, além de induzirem a ativacdo de um sistema de segundos
mensageiros, ou também podem agir aglutinando as membranas das plaquetas
(GREENBERG & JAMIESON, 1984; TORTI et al.,, 1995; SAMAL et al., 1998;
SMINORVA & KHASPEKOVA, 1998; CLEMETSON, 2012). Um dos maiores
receptores das plaquetas, Gplb, é a proteina mais glicosilada da membrana plaquetaria,
sendo 50 % da sua massa molecular constituida por carboidratos, e o0 complexo formado
por esta glicoproteina (Gplb-1X-V) é o receptor do Fator von Willebrand (FVW), além de
conter um sitio para a trombina (LAKHTIN, 1995; REZENDE-NETO, 2003). As lectinas
tambem podem ter efeito inibitorio na iniciagdo da adesdo e agregagéo plaquetéaria pelo
colageno, ADP e trombina (KARPATKIN & KARPATKIN, 1974; RALPH &
LAWRENCE, 1982).
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A diferenca na forma como essas enzimas atuam mostra que as mesmas podem agir
em diferentes receptores plaquetarios, por meio de diversos sitios farmacoldgicos
presentes em sua estrutura (KINI, 2003). A atividade das PLA; isoladas de peconhas sobre
a agregacdo plaguetaria ainda ndo é bem compreendida. A inibicdo da agregacdo pode
ocorrer de maneira independende da atividade catalitica da enzima, sugerindo entdo que
existe um sitio funcional separado do sitio catalitico, onde ocorre a inibi¢do, ou através
da regido C-terminal dessas proteinas (SAJEVIC et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2011).
Por outro lado, 0 mecanismo de acdo mais comum das PLA da peconha de serpentes na
inibicdo da agregacgdo plaquetaria é através dos cofatores do plasma, principalmente por
meio dos fatores lipoprotéicos (HDL e LDL) (YUAN et al., 1995).

As PLA:s hidrolisam essas lipoproteinas liberando lisofosfatidilcolina (LPC), que por
sua vez, é capaz de inibir a mudanca conformacional das plaquetas, a sintese de
tromboxano Az, além de inibir a agregacdo plaquetéria induzida por diversos agonistas
(YUAN et al., 1995; HUANG et al., 1997). Algumas PLA>s também interferem na
agregacdo plaquetaria através da clivagem de fosfolipidios da membrana das plaquetas,
liberando acido araquidonico e seus metabdlitos, como a prostaciclina, que atuam na
inibicdo da agregacdo plaquetaria, e o tromboxano, que atuam na ativacdo da agregacao
(FULY et al., 2004). Outras PLA>s acidas interagem com a membrana das plaquetas,
induzindo um aumento da concentracdo de AMPc, além da disruptura do citoesqueleto
das plaquetas, inibindo a agregacdo plaquetaria induzida por varios agonistas (HUANG
etal., 1984). Outros estudos deverdo ser realizados para determinar o0 mecanismo de a¢édo

das PLA:s isoladas nesse estudo.

Além de atuarem na agregacao plaquetéaria, as PLA2s também podem ter acdes sobre
a coagulacdo, sendo classificadas em trés classes: as fortemente anticoagulantes que
inibem a coagulacdo sanguinea em concentra¢cbes menores que 2 pg/ml, as fracamente
anticoagulantes que induzem a inibicdo da coagulacdo em concentracdes entre 3 e 10
pg/ml e aquelas que sé@o pro coagulantes (BOFFA & BOFFA, 1976; KINI, 2006). Ambas
PLAs purificadas neste estudo sdo classificadas como fracamente anticoagulantes, pois
amenor concentragédo capaz de induzir inibigdo da coagulacéo foi 142,5 pug/ml para Cdca-
1-PLAz e 72,1 pg/ml e 288 pg/ml para Cdca-11-PLA>, considerando os resultados do

TTPA e o TP, respectivamente. Apesar de pertencerem a mesma classe, essas enzimas
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apresentam diferencas na sua acdo anticoagulante quando comparadas entre si, sendo a
Cdca-I1-PLA> mais anticoagulante do que a Cdca-1I-PLA..

As PLA>s da pegonha de serpentes séo conhecidas por induzir efeitos anticoagulantes
através da interacdo com os complexos de coagulacdo (complexo tenase extrinseco e
intrinseco e/ou complexo protrombinase), através da hidrdlise de fosfolipideos de
membrana ou por ligacdo proteina-proteina (MOUNIER et al., 2001; KINI, 2005). A
regido responsavel pela atividade anticoagulante das PLAs pode incluir o sitio catalitico,
a superficie de ligacdo interfacial que é formada por residuos positivamente carregados,
0 C-terminal e o segmento localizado entre os residuos 53 e 77 da sequéncia da
aminoacidos (KINI, 2005). Nas PLA>s mais potentes alguns residuos entre a regido 53 e
77 contém aminoacidos positivamente carregados, que quando substituidos tornam as
PLAs fracamente anticoagulantes, especialmente se esses residuos forem carregados
negativamente, podendo também ser substituidos por residuos neutros (KINI, 2005;
KINI, 2006). Quando analisamos as sequéncias obtidas, Cdca-11-PLA2 apresentou um
residuo de glutamato, que é negativamente carregado, na posi¢do 77, enquanto a Cdca-I-
PLA: apresentou um residuo de glicina (apolar) na mesma posi¢do, o que justifica a

atividade coagulante observada.

As PLA:s fracamente anticoagulantes atuam na via extrinseca, inibindo a ativacao
do fator X em Xa pelo complexo tenase extrinseco (KINI, 2005), ou atuando de forma
enzimatica através da degradacdo dos fosfolipideos importantes para a formacdo do
complexo tenase (MOUNIER et al., 2001). O aumento expressivo do TP, pequeno
aumento do TTPa e auséncia de alteracdo no TT sugere que a Cdca-1-PLA: inibe a
coagulacdo sanguinea através de uma acdo no complexo tenase extrinseco. Trés
fosfolipases Az, denominadas CM-I, CM-II e CM-IV, purificadas da peconha de Naja
nigricollis, apresentaram comportamento semelhante (STEFANSSON et al., 1990; KINI,
2005). O discreto aumento do TP em relacdo ao TTPa, a intensa atividade fosfolipasica e
o significante aumento do TT induzido pela Cdca-11-PLA2 sugerem que a mesma tenha
acdo sobre o complexo tenase extrinseco, bem como na via comum da coagulacao.
Daboxin P, uma PLA purificada da peconha de Daboia russelii (SHARMA et al., 2016),

tem acdo sobre as mesmas vias de forma semelhante a Cdca-11-PLA:.
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Muitas enzimas da pegonha de serpentes sdo conhecidas por apresentarem atividade
trombina-simile (MOUNIER et al., 2001), no entanto, até 0 momento apenas uma PLA>
de peconha de serpente é conhecida por apresentar essa acdo. Denominada GIn49-PLA,,
esta enzima foi purificada da peconha de Gloydius ussuriensis (ZHANG et al., 2007). As
enzimas classificadas como trombina simile desencadeiam a coagulacéo de fibrinogénio
e liberagcdo de fibrinopeptideos A e/ou B, porém, diferentemente da trombina, estas
enzimas ndo podem ativar o factor XIII (factor de estabilizacdo da fibrina), formando
coagulos anormais de fibrina (MARSH & WILLIAMS, 2005).

Nossos resultados mostraram que a Cdca-11-PLA foi capaz de degradar o substrato
de trombina, sugerindo que esta enzima pode ter uma atividade trombina-simile.
Entretanto, ao contrario da sua rapida acdo anticoagulante, medida em segundos, a
degradacéo do substrato de trombina pela Cdca-11-PLA; sé teve inicio 10 minutos apds a
incubacdo enzima-substrato, sugerindo uma agdo pro-coagulante tardia. Em estudo
paralelo recente, Castro Melo (2016) demonstrou que a Cdca-11-PLA> apresenta baixa
atividade especifica (1,82 U/mg) e baixa afinidade (Km = 26,55 mM) ao substrato de
trombina, além da mesma néo ter sido capaz de coagular o fibrinogénio até 300 segundos
de incubacdo. Ainda segundo Castro Melo (2016), a Cdca-11-PLA; ndo foi capaz de
degradar as cadeias o, p e y do fibrinogénio até 20 minutos de incubacéo, indicando que
a acdo anticoagulante desta enzima ndo seria resultante de uma ag&o fibrinogenolitica.
Por outro lado, esta enzima foi capaz de formar complexos com o fibrinogénio ja nos
primeiros segundos de incubacdo evidenciados em gel de eletroforese, sugerindo que a
acdo anticoagulante da Cdca-11-PLA: é resultante, a0 menos em parte, da inibi¢do da

converséo do fibrinogénio em fibrina, pela trombina.

Até 0 momento, ha poucos estudos envolvendo PLA; &cidas da pegonha de serpentes
da familia Viperidae. Neste trabalho, duas novas PLA; acidas foram purificadas da
peconha de Crotalus durissus cascavella, tendo sido as mesmas caracterizadas quanto a
sua estrutura e efeitos bioldgicos. Outros ensaios sdo requeridos para uma melhor

compreensdo do mecanismo de agdo dessas PLAS.
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3.5 CONCLUSOES

Neste trabalho duas fosfolipases A acidas, denominadas Cdca-1-PLA: e Cdca-I1-
PLA,, foram purificadas da peconha de Crotalus durissus cascavella. Ambas enzimas séo
as primeiras PLA:> &cidas purificadas e caracterizadas da peconha da espécie Crotalus

durissus.

Cdca-1-PLA: possui peso molecular de 14.246 Da e atividade fosfolipasica de
11,51+ 0,5 U/mg sendo considerada termorresistente e acido sensivel, apresentando
maior atividade proporcionalmente ao aumento do pH. Sua sequéncia de amino&cidos
possui homologia com outras PLA: &cidas de cascaveis. Possui atividade antiagregante
plaquetaria induzida por colageno, acido araquiddnico e adrenalina, além de ser agregante
plaquetaria em plaquetas lavadas e inibidora da agregacdo de plaquetas lavadas através
da acédo sobre o receptor de trombina. Essa PLA: € anticoagulante agindo no complexo
tenase extrinseco e/ou complexo protrombinase. Pode ser considerada a primeira PLA>

da peconha de serpente classificada como uma quimerolectina.

Cdca-1I-PLA: apresenta peso molecular de 14.418 Da e atividade fosfolipésica
especifica de 26,75 + 0,15 U/mg, sendo mais ativa do que a primeira. Também é
considerada termorresistente e acido sensivel, com maior atividade proporcionalmente ao
aumento do pH. Sua sequéncia de aminoacidos indica que essa PLA, é a molécula
precursora da crotapotina. Possui atividade antiagregante plaquetaria em PRP induzida
por colageno, &cido araquiddnico e adrenalina. E capaz de inibir a coagulagio sanguinea
através do complexo tenase extrinseco e por meio da acéo sobre o fibrinogénio. A Cdca-
I1-PLA: é a primeira PLA: purificada da pegonha de serpente classificada como inibidora
de trombina, formando complexo com eo fibrinogénio e degradando-o de forma muito

lenta.

Portanto, Cdca-1-PLA> pode ser classificada, possivelmente, como uma
quimerolectina anticoagulante com importante atividade sobre agregacdo plaquetaria,
enquanto Cdca-I1-PLA ¢ uma fosfolipase com alta atividade enzimatica, inibindo tanto
a agregacao plaquetéria quanto a coagulacdo atuando, provavelmente, como um inibidor

de trombina.
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